PROGRAMA MULTICENTRICO EM BIOQUIMICA
E BIOLOGIA MOLECULAR - PMBgBM

UNIVERSIDADE ESTADUAL DO SUDOESTE DA BAHIA- UESB @ SBBq

i
ADPL
v

L
5

LUCAS AMORIM SILVEIRA

DIVERSIDADE E ESTRUTURA GENETICA EM ACESSOS DE
Passiflora edulis SIMS. PRESENTES EM BANCOS DE
GERMOPLASMA POR MEIO DE MARCADORES
MOLECULARES

ITAPETINGA-BA
ABRIL - 2019



LUCAS AMORIM SILVEIRA

DIVERSIDADE E ESTRUTURA GENETICA EM
ACESSOS DE Passiflora edulis SIMS. PRESENTES
EM BANCOS DE GERMOPLASMA POR MEIO
DE MARCADORES MOLECULARES

Dissertacdo apresentada ao Programa Multicéntrico em
Biogquimica e Biologia Molecular, da Universidade Estadual do
Sudoeste da Bahia, como requisito parcial para a obtencdo do
grau de Mestre.

Orientador: Profe. Dr2. Elisa Susilene Lishoa dos Santos

Co-orientador: Prof. Dr. Marcos Antonio Machado

ITAPETINGA-BA
ABRIL - 2019



634.425 Silveira, Lucas Amorim

S589d

Diversidade e estrutura genética em acessos de Passiflora edulis Sims. presentes
em bancos de germoplasma por meio de marcadores moleculares. / Lucas Amorim
Silveira. - Itapetinga: UESB, 2019.

66p.

Dissertagdo apresentada ao Programa Multicéntrico em Bioguimica e
Biologia Molecular, da Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia, como
requisito parcial para a obtencdo do grau de Mestre. Sob a orientacdo da Prof2.
D.Sc. Elisa Susilene Lisboa dos Santos e coorientagdo do Prof. D.Sc. Marcos
Antonio Machado.

1. Maracujazeiro - Variabilidade Genética. 2. Maracujazeiro - Marcadores
moleculares. 3. Passiflora edulis Sims - Bancos de germoplasma. 1. Universidade
Estadual do Sudoeste da Bahia. Programa Multicéntrico em Bioquimica e Biologia
Molecular. 1l. Santos, Elisa Susilene Lisboa dos. Ill. Machado, Marcos Antonio.
IV. Titulo.

CDD(21): 634.425

Catalogacdo na fonte:
Adalice Gustavo da Silva — CRB/5-535
Bibliotecaria — UESB — Campus de Itapetinga-BA

indice Sistematico para Desdobramento por Assunto:

1. Maracujazeiro - Variabilidade Genética
2. Maracujazeiro - Marcadores moleculares
3. Passiflora edulis Sims - Bancos de germoplasma




Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia — UESB
Programa Multicéntrico em Bioquimica e Biologia Molecular-
PMBqBM

DECLARAGAO DE APROVACAO

Titulo: “Diversidade e estrutura genética em acessos de Passiflora edulis Sims.

presentes em bancos de germoplasma por meio de marcadores moleculares”.

Autor (a): Lucas Amorim Silveira.

Orientador (a): Professora Dra. Elisa Susilene Lisboa dos Santos

Aprovado como parte das exigéncias para obtencdo do Titulo de MESTRE EM
BIOQUIMICA E BIOLOGIA MOLECULAR, AREA DE CONCENTRACAO:
BIOQUIMICA E BIOLOGIA MOLECULAR, pela Banca Examinadora:

Eond i
Prof?. Dr?. Elisa Susrlene Llsboa dos Santos — UESBY/ Itapetinga - BA

Prof. Dr. Carlos Bernard Moreno C. Silva — UESB/ Itapetinga - BA

W)\, YyOv (:/ M/,Vtﬁ : I~ b YV ":3‘1/\'
Prof?. Dr?. Melina Cristina Mancini — UNICAMP/ Campinas - SP

Data de realizacdo: 04 de abril de 2019.



A minha esposa, Ana Flavia Souto Barbosa, pelo total apoio,
incentivo e cumplicidade em todos os momentos e dificuldades.
Aos meus pais, Laércio e Gléria, pela minha criacéo e dedicacéo,
fornecendo todo o necessario para a minha educacéo e formacao.
Dedico



AGRADECIMENTOS

A minha esposa Ana Flavia, pela incrivel pessoa que é na minha vida, parceira e cumplice
em todos 0s momentos, sempre me tranquilizando nos dificeis, participando ativamente de todos
0s planos e projetos que decidimos seguir;

Aos meus pais, por sempre acreditar que a educacdo € o melhor caminho, sempre
estimulando a busca de novos conhecimentos e formagdes;

Ao meu grande amigo Daniel, que sempre me ajudou quando precisei, discutindo sobre as
nossas pesquisas e estudos, aléem do suporte exemplar nas traducoes;

A orientadora, professora doutora Elisa Susilene Lisboa dos Santos, por aceitar a missdo de
me orientar em um programa novo na instituicdo, fornecendo o exemplo de profissionalismo, com
todo o0 apoio e suporte necessario, autonomia para atuar no desenvolvimento das atividades,
direcionando o conhecimento para atingir os objetivos e obter os resultados da melhor maneira;

Ao professor doutor Carlos Bernard Moreno Cerqueira-Silva, pelo conhecimento adquirido
em reunides, discutindo sobre as passifloras, problematicas e resultados obtidos, sobre como
utilizar as ferramentas necessarias para o desenvolvimento do projeto e no processamento dos
dados, importantes para o total entendimento das informacgdes e sua importancia,;

Aos colegas do LGMA — Laboratorio de Genética Molecular Aplicada da UESB de
Itapetinga-Ba: Larissa e Natilla nos primeiros momentos, transmitindo todos os protocolos e
conhecimentos sobre a passiflora; Luiz, Thayse e Cibelle, por trabalharmos juntos sempre
buscando fornecer total apoio e suporte para todos do grupo; aos alunos de Iniciacdo Cientifica,
Anderson, por permitir ensina-lo e receber atencao e suporte em troca. Em um grupo forte e unido
como este, todos ganham!

Aos professores membros do programa, pelo conhecimento passado em sala de aula, de
grande importancia na formacéo académica, e que apesar de todos os entraves e problemas que um
programa de pos-graduacdo traz, mantem o mesmo funcionando, dando oportunidades para todos
0s estudantes da regido que querem fazer uma pds-graduacéo sem necessitar se deslocar para outras
cidades mais distantes;

Ao doutorando Zanon Santana Goncalves, o pesquisador da EMBRAPA Mandioca e
Fruticultura (Cruz das Almas — Ba) doutor Onildo Nunes de Jesus e 0s outros membros da Rede de
Estudos Genético Moleculares em Passiflora spp., pelo suporte fornecido, conhecimento
transmitido e ajuda durante as coletas do material gendémico utilizado no estudo;

Ao técnico do Laboratdrio de Biologia Molecular da EMBRAPA Mandioca e Fruticultura
(Cruz das Almas — Ba), Vanderson Rodrigues de Sousa, pelo suporte e ajuda durante as extracdes
de material gendmico utilizado no estudo;

Ao programa Multicéntrico em Bioquimica e Biologia Molecular e a Universidade Estadual
do Sudoeste da Bahia (UESB) pela oportunidade de realizar uma pds-graduacao, e a bolsa de
estudos concedida pela UESB, que fomentou estes anos de estudo no mestrado;

As agéncias de fomento a pesquisa, a FAPESB, que forneceu recursos financeiros
necessarios para equipar e possibilitar a execucdo deste e de outros projetos do grupo.



VI

RESUMO

A familia Passifloraceae é amplamente distribuida nos trépicos e regibes temperadas
quentes, sendo o Brasil um dos mais importantes mercados de maracujas, além
de ser um dos centros de diversidade do género. Passiflora ssp. possui
importancia comercial sendo o fruto amplamente consumido, além de serem utilizadas como
medicamentos, cosméticos e ornamentacdo. O foco da producdo de maracuja no Brasil esta em
espécies cujos frutos sdo comestiveis, especialmente P. edulis Sims. Alguns fatores contribuem
para a baixa produtividade do maracujazeiro, como 0s patdgenos. O objetivo com este estudo foi
realizar uma analise da diversidade genética de acessos de P. edulis Sims. presentes em bancos de
germoplasma, a fim de contribuir com programas de melhoramento genético. A metodologia
consistiu no emprego de nove marcadores RGAs (Resistance Gene Analogs) para a anélise da
diversidade genética em 163 gendtipos de P. edulis Sims., entre acessos e cultivares obtidos em
dois bancos de germoplasma (BAG) da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéria
(EMBRAPA): Mandioca e Fruticultura, Cruz das Almas, BA; e Cerrados, Brasilia, DF. Foram
realizadas analise da estrutura genética por meio de estatistica Bayesiana, distribuicdo em grafico
de coordenadas principais (PCoA), média da heterozigosidade esperada (He), contetdo de
informacao de polimorfismo (PIC) e a analise da variancia molecular (AMOVA). Foram obtidos
um total de 157 marcadores, com média de 18,1 marcadores por primer. Os valores das medias
obtidas para He e PIC foram de 0,18 e 0,15. Os acessos avaliados se estruturaram em trés pools
génicos, trazendo consigo informacoes relevantes sobre a composicdo dos BAGs de origem das
amostras. Os gendtipos do BAG Cerrados se estruturaram em dois pools génicos mais homogéneos,
onde um é referente aos acessos e o outro as cultivares, diferente do banco da Mandioca e
Fruticultura que possui um grupo de acessos mais heterogéneo. Esta estruturacdo foi observada no
STRUCTURE, juntamente com as informacdes da analise discriminante quanto a variabilidade por
meio do PCoA, nos quais caracteriza os germoplasmas existentes nos BAGs. Foi possivel verificar
a semelhanca genética entre alguns acessos dos BAGS, porém ao se avaliar separadamente cada
um observamos subestruturas formadas, identificando uma alta diversidade entre os acessos. Sobre
as cultivares, € observado uma distancia genética com o germoplasma dos acessos, sendo estes
acessos uma fonte de gendtipos para melhoramento. Esta alta variabilidade observada entre as
cultivares e os acessos € resultado do melhoramento, onde cada cultivar passou por uma selecéo de

alelos especificos para obter o fendtipo melhorado. A AMOVA evidenciou a diversidade existente
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dentro dos BAGs, sendo o banco Mandioca e Fruticultura possuidor da maior porcentagem de
marcadores exclusivos. Ao ser observado os indices e gréaficos gerados, temos uma alta
variabilidade dentro dos bancos, mesmo com acessos geneticamente parecidos existentes entre 0s
bancos. Estes dados sdo interessantes ao se buscar marcadores exclusivos em acessos especificos
da espécie, visando a manutencdo e reducdo dos custos dos BAGs. Porém, faz-se necessario
maiores estudos para relacionar estes com caracteristicas de interesse comercial. Assim, 0s
resultados obtidos possuem potencial para uso na gestdo dos BAGS, buscando inserir maiores
informacGes sobre 0s acessos existentes, reduzir os custos de manutencgéo, e procurando relacionar
os dados moleculares com os morfo-agrondmicos, necessarias para possibilitar a selecdo de

genotipos de referéncia, tanto para preservacao quanto para o melhoramento da espécie.

Palavras-chave: Maracujazeiro; RGA; Variabilidade Genética.
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ABSTRACT

The Passifloraceae family is widely distributed in the tropics and warm temperate regions.
Beside this, Brazil is one of the most important markets of passion fruit, besides being one of the
centers of genus diversity. It has not only great commercial importance, due to the high
consumption, but also a medical, cosmetical and ornamental usage. The passion fruit production in
Brazil is mainly focused on species whose fruits are edible, especially P. edulis Sims. Some factors
may contribute to low productivity of passion fruit, such as pathogen. In order to contribute to
genetic improvement programs, this work aims to analyze the genetic diversity of accessions of P.
edulis Sims. within germplasm banks. As methodology, RGAs (Resistance Gene Analogs) were
used for analyse the genetic diversity that was carried out in 163 P. edulis Sims genotypes from
two Brazilian Agricultural Research Corporation (EMBRAPA) germplasm banks (BAG): The
Cassava and Fruticulture, Cruz das Almas - BA and Cerrados, Brasilia - Federal District, Brazil.
Genetic structure analysis was performed using Bayesian statistics, distribution in a main
coordinate graph (PCoA), expected heterozygosity (HE), polymorphism information content (PIC)
and analysis of molecular variance (AMOVA). A total of 157 markers were obtained and on
average 18.1 markers, we used per primer. The obtained mean values for HE and PIC were 0.18
and 0.15, respectively. The evaluated accesses were structured in three gene pools, containing
relevant information of the BAG composition from the samples. The Cerrado’s genotype bank are
distributed in two more homogenous gene pools, in which one is referring to the accessions and
the other the cultivars, unlike the bank of Cassava and Fruticulture that has a more heterogeneous
plant. The structure observed in STRUCTURE, together with the information of variability of
PCoA, characterizes germplasm in BAGs. It was possible to verify the genetic similarity between
some accesses of the banks, but when evaluating each separately, the substructures formed
indicates a high diversity between the accesses. Concerning the cultivars, it is observed no genetic
similarity with the access germplasm, even this material being a source of material for breeding.
This high variability observed between the cultivars and the accessions is a result of the
improvement, where each cultivar underwent a selection of specific alleles to obtain the improved
phenotype. AMOVA evidenced the great diversity that exists within the BAGs, where The Cassava
and Fruticulture bank have a higher percentage of exclusive alleles. Regarding the indexes and
graphs generated, we have a low genetic variability within the species, even with different accesses

analyzed. These data are specially intriguing when we look for exclusive alleles in specific
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accesses, aiming at the maintenance and reduction of the BAGs costs. However, it is necessary to
further studies to relate these alleles with commercially interested characteristics. Thus, the results
have shown a great potential for BAGs usage, seeking lower maintenance costs, and relate the
molecular data to the morphological and agronomic data, that might allow the selection of reference

genotypes, both for preservation and for breeding of the species.

Keywords: Passion fruit; RGA; Genetic variability
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INTRODUCAO

A familia Passifloraceae esta presente nos tropicos e regides temperadas quentes, sendo o
Brasil um dos centros de diversidade, com 150 espécies. O foco da produgdo brasileira é o consumo
do fruto, sendo a espécie Passiflora edulis Sims. a mais utilizada. Além disso, 0 maracujazeiro
também ¢é utilizado na indUstria farmacéutica, cosmética e ornamental (BERNACCI et al., 2014).

A producéo brasileira de maracuja é uma das mais importantes dentro da fruticultura
tropical por se tratar de uma cultura com valor agregado. De acordo com o Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica — IBGE, a regido nordeste possui destaque nacional, com uma producéo de
27.868 hectares plantados. Dentre os estados dessa regido, a Bahia é a maior produtora, com 16.283
hectares de area plantada (IBGE, 2017). Entretanto, a sua produtividade sofre com a ocorréncia de
patdgenos que afetam diretamente o potencial da cultura.

Os estudos para adquirir conhecimento da variabilidade genética de P. edulis sdo de
importancia dentro dos programas de conservacdo e melhoramento da espéecie. A variabilidade
existente na espécie, bem como a possibilidade de cruzamentos intra e interespecificos reforcam o
uso do germoplasma caracterizado nos bancos de germoplasma como material para aplicacdo em
programas de melhoramento genético (JUNQUEIRA et al., 2007; CERQUEIRA-SILVA et al.,
2012; COSTA et al.,, 2012; ORTIZ et al., 2012).

O avango das técnicas de biologia molecular voltado aos estudos do DNA deu suporte ao
surgimento dos marcadores moleculares, uma ferramenta com alta aplicabilidade em diferentes
areas. Dentre os diferentes tipos de marcadores, 0s RGAs (Resistance Gene Analogs) se destacam
por estar diretamente relacionados com regifes conservadas relacionadas a resisténcia das plantas
aos patogenos. O uso desta ferramenta se torna Gtil na identificacdo da variabilidade genética entre
genotipos no que tange a regides relacionadas a resisténcia, podendo auxiliar na selecdo de
genotipos de interesse, economizando custo e tempo dentro dos programas de melhoramento. Os
marcadores RGAs foram utilizados em diferentes estudos, tanto para identificar genes de
resisténcia em arroz, feijio comum e pimenta (PFLIEGER et al., 2001; LOPEZ et al., 2003;
SELVARAJ et al., 2011), bem como em estudos de diversidade genética com espécies silvestres
de passifloras (PEREIRA et al., 2015).

A conservacdo da espécie € uma etapa importante dentro do processo de melhoramento

genético vegetal. O processo classico de investigacdo e caracterizagdo das espécies para o
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melhoramento demanda tempo e alto custo (NASS, 2011). Os marcadores moleculares sdo uma
ferramenta importante para obtencdo de grande quantidade de informacgdes em tempo reduzido.
Estas informacdes sdo aplicaveis nos programas de melhoramento genético vegetal e conservacao
da espécie (PAULA et al., 2010; FERREIRA & RANGEL, 2011).

As andlises aqui apresentadas fazendo uso de genotipos de P. edulis Sims. por meio de
marcadores moleculares RGAs constitui uma ferramenta diagndstica acerca da variagdo existente
entre acessos que compdem dois importantes bancos de germoplasma de maracujazeiros mantidos
nas unidades da EMBRAPA Cerrados em Brasilia, Distrito Federal e Mandioca e Fruticultura em

Cruz das Almas, Bahia, contribuindo para a caracterizagdo molecular da espécie.



OBJETIVOS

Objetivo geral
Contribuir com a Rede de Estudos Genético Moleculares em Passiflora spp., por meio da
analise da diversidade e estrutura genética da espécie Passiflora edulis Sims., presentes em
bancos de germoplasma a partir de marcadores RGAs, gerando subsidio para estratégias de

conservacgao e melhoramento genético.

Objetivos especificos
v" Coletar os diferentes cultivares e acessos de Passiflora edulis Sims. presentes nos
Bancos Ativos de Germoplasma da EMBRAPA Mandioca e Fruticultura, na cidade
de Cruz das Almas, BA, e da EMBRAPA Cerrados, Brasilia, DF;

v’ Caracterizar a diversidade genética dos cultivares e acessos de Passiflora edulis

Sims., a partir de marcadores moleculares analogos a regides de resisténcia — RGAS;

v Realizar uma analise descritiva, de estruturacdo e de dispersdo em grafico de
coordenadas principais — PCOA, a partir da genotipagem utilizando os marcadores
RGAs;

v Analisar a relacdo genética existente entre acessos e cultivares da espécie dentro dos

BAGs analisados, evidenciado pela estruturacao e diversidade.

18
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DESENVOLVIMENTO

CAPITULO I
REVISAO DA LITERATURA

A espécie Passiflora edulis Sims.

Os maracujazeiros (género Passiflora L.”) pertencem a tribo Passiflorae, familia
Passifloraceae e ordem Passiflorales. Este género é importante, pois possui diferentes espécies com
potencial comercial, tanto na alimentagdo quanto em outros setores como 0 ornamental, cosmético
e farmacéutico. O nimero certo de géneros e espécies presentes na familia Passifloraceae possui
divergéncias entre os autores, havendo entre 17 a 20 géneros e 600 a 750 espécies, sendo 0 género
Passiflora importante comercialmente, com mais de 500 espécies (BERNACCI et al., 2005;
PEIXOTO, 2005; FEUILLET & MACDOUGAL, 2007; SOUZA & LORENZI, 2012).

Na producdo brasileira, os cultivos comerciais da espécie Passiflora edulis Sims.,
conhecida por maracujazeiro azedo ou amarelo, sdo 0os maiores dentro do género, atendendo o setor
industrial, principalmente de beneficiamento de suco, além do mercado in natura do fruto
(MATTA, 2005). De acordo com JUNQUEIRA et al. (2007), P. edulis f. edulis apresenta fruto
roxo e o Passiflora edulis f. flavicarpa apresenta fruto geralmente amarelo, sendo estas as variagdes

existentes de P. edulis Sims. (Figura 01).

P. edulis Sims. f. flavicarpa Deg. - maracuja Passiflora edulis Sims - maracuja roxo
amarelo

Fonte: EMBRAPA Fonte: IAC

FIGURA 01 — Variac0es da Passiflora edulis Sims.

As flores da P. edulis Sims. sdo hermafroditas, apresentando um sistema de
autoincompatibilidade homomorfica gametofitica controlados por um loco multialélico (loco S).

Elas sdo vistosas, de tamanho grande e, com brécteas foliares protegendo a base. A corona é
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formada por varios filamentos ou fimbrias, sendo esta uma marca caracteristica de todo o género
(Figura 01). O fruto possui forma de baga, globoso. A parte externa do fruto do maracuja é formada
pelo pericarpo e a interna pela polpa mucilaginosa, com sementes providas de arilos (Figura 02)
(SUASSUNA et al. 2003; JESUS & FALEIRO, 2016).

ovario i
antera -

fimbrias
(corona)

FIGURA 02 — Flor da Passiflora edulis Sims. Fonte:
http://zoo.bio.ufpr.br/polinizadores/Textos/bio_floral.htm.

Sobre a biologia reprodutiva, pela necessidade de uma fecundacdo cruzada, os agentes
polinizadores sdo importantes para a manutencdo da P. edulis Sims. em um ambiente natural. A
falta destes agentes é um dos fatores que podem resultar em baixa formacdo de frutos e novas
plantas (BENEVIDES, 2009; SIQUEIRA et al., 2009).

Em pomares comerciais, apenas a polinizacdo natural das flores ndo é suficiente para obter
alta produtividade, uma vez que depende da existéncia destes agentes polinizadores. O processo de
polinizacdo manual, realizada de forma correta, contribui diretamente no aumento da produtividade
do maracujazeiro (JUNQUEIRA et al., 2001)

De acordo a espécie, as flores da Passiflora spp. possuem diferencas que interferem no tipo
de polinizador. P. edulis Sims. possui as flores de habito diurno, iniciando sua abertura por volta
do meio-dia e atingindo o total de flores abertas préximo as 13 horas. Depois elas iniciam sua
diminuicdo, progressivamente, até as 20 horas. Por possuir flores com cores fortes, essas sdo
atrativas de aves e insetos (PEREIRA VIEIRA et al., 2010; ARAUJO et al., 2016).

O maracujazeiro ndo consegue obter sucesso na polinizacdo pelo vento, pois o polen tem

alto peso e € viscoso, necessitando do agente polinizador. Para esta espécie, um dos polinizadores
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sd0 as mamangavas, abelhas de grande a meédio porte, pertencentes ao género Xylocopa (Figura
03) (SAZIMA & SAZIMA, 1989). O seu hébito de percorrer regibes proximas ao ninho, com
autonomia de voo em umraio de 12 km de circunferéncia, onde se estabelece por geragdes, justifica
sua introducgdo em areas de cultivo (FREITAS & OLIVEIRA-FILHO, 2001).

2. )4
FIGURA 03 — Abelha Mamangava, polinizador natural da Passiflora edulis Sims.
Fonte: 12 imagem: Diogo Luiz — Repertdrio ambiental / 22 imagem: acervo préprio

Importancia econdmica e social da Passicultura

A cultura do maracuja possui importancia social e econémica, uma vez que movimenta
todos os setores da cadeira produtiva, desde a producao de polpas e extratos até a comercializacéo
tanto do fruto in natura quanto seus derivados, bem como da area vegetativa, ndo importa se em
larga escala ou pelo pequeno produtor rural. A cultura do maracujazeiro € uma fonte de renda
continua para os fruticultores, devido a sua producdo independente da sazonalidade. Assim,
agregando valor ao produto advindo da cultura da espécie, atingindo diferentes mercados
(FALEIRO & JUNQUEIRA, 2016). O seu amplo cultivo no pais se deve as suas caracteristicas
como a qualidade dos frutos e rendimento industrial, além de encontrar no pais condigcdes para sua
producdo e o incentivo agroindustrial (BERNACCI et al., 2003; FALEIRO et al., 2016).

Em diferentes paises, a cultura do maracujazeiro atua como fonte de renda, com producao
e exportacdo do fruto e seus subprodutos, bem como as folhas para a industria farmacéutica, na
producéo de fitoterapicos. Paises como o Equador, Colémbia, Peru, Bolivia, Venezuela, Africa do
Sul e Australia, outras espécies do género Passiflora se destacam comercialmente, visto a
produtividade da cultura. Na Europa e América do Norte, 0 maracuja é considerado exdtico, com
menor mercado para o fruto, mantendo sua importéncia dentro do paisagismo. O consumo menor

nesses paises, pode ser em fungéo da falta de conhecimento, sendo esse um mercado promissor a
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ser alcangado. (FALEIRO et al., 2016).

A cultura do maracujazeiro iniciou no Brasil na década de 70, apresentado crescimento
exponencial, sendo ampliada com surgimento de novos mercados consumidores (MELETTI,
2011). Segundo o IBGE (2017), no levantamento realizado no Brasil sobre a producédo agricola
municipal, a area total plantada foi de 41.216 hectares, sendo a area colhida de 41.090 hectares e 0
rendimento médio de 13.497 Kg.ha. Com a crescente producio cientifica e apoio financeiro, as
pesquisas auxiliaram a cultura do maracuja, possibilitando ao fruticultor aplicar novos
conhecimentos que diminuem os riscos existentes dentro da atividade produtiva, o que favorece
ainda mais as adequacOes a demanda do mercado cada vez mais exigente (GRECO, 2014).

O Nordeste se destaca de outras regides do Brasil, com uma producéo de 27.901 hectares
plantados destinados a colheita. Destes, o estado da Bahia é considerado o maior produtor, com
16.299 hectares de area plantada destinada a colheita (IBGE, 2017). Ainda assim, o rendimento
brasileiro por hectare é baixo (10,5 ton.ha), considerando que o potencial da cultura é superior a
50 ton.ha* (FALEIRO & JUNQUEIRA, 2016).

A cultura do maracujazeiro tem sido comprometida por diferentes fatores. Alguns destes
sdo as técnicas inadequadas de manejo; falta de tecnologia aplicada aos sistemas de producéo; bem
como da ocorréncia de fatores bioticos e abioticos que interferem diretamente na producdo e a
longevidade das plantas. Dentre estes casos, merece destaque 0 ataque de pragas e patdégenos que
afetam as plantas e os frutos (LIMA & BORGES, 2002; CAMPOS et al., 2013; OLIVEIRA et al.,
2014).

Estratégias de conservacao e melhoramento

P. edulis Sims., mesmo sendo altamente susceptivel ao ataque de doencas, predomina nos
pomares do pais (BORGES et al., 2005). Estudos demonstram a alta resisténcia das espécies
silvestres de Passiflora spp. ao ataque de doengas, causadas principalmente pelos virus. Visto que
estas caracteristicas de resisténcia, encontradas em espécies silvestres, sdo de interesse comercial,
e sendo P. edulis Sims. susceptivel ao ataque destes patdgenos e com uma baixa variabilidade de
acessos, temos entdo uma importante fonte de resisténcia a ser explorada. As espécies de Passiflora
permitem cruzamentos interespecificos, o que reforca o uso da diversidade genética silvestre do
género como material-fonte em programas de melhoramento genético (JUNQUEIRA et al., 2007,
CERQUEIRA-SILVA et al., 2012; COSTA et al., 2012; ORTIZ et al., 2012).

As estratégias para conservacao da diversidade da Passiflora se dividem em dois tipos: a in
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situ, no préprio local onde a espécie é encontrada, e ex situ, em bancos ativos de germoplasma, por
exemplo. A conservacao in situ € a estratégia que garante a maior variabilidade, uma vez que é in
loco. Porém, em funcdo da perda da vegetacdo nativa, onde estdo 0s recursos genéticos de
passifloras, considerando os avangos das fronteiras agricolas e a atividade do homem, este sistema
sofre perdas. Sendo assim, a conservacdo ex situ se torna uma alternativa para conservagdo da
espécie. Existem diferentes estratégias, sendo elas in vitro (micropropagacgdo), banco de sementes
e/ou germoplasma (FALEIRO & JUNQUEIRA, 2016).

Os programas de melhoramento em passifloras possuem diferentes etapas de pré-
melhoramento, melhoramento e pds-melhoramento, utilizando o germoplasma obtido. As plantas
sdo caracterizadas morfologicamente e agronomicamente, buscando caracteristicas de interesse
comercial. Estudos moleculares também sdo importantes para fornecer maiores informacdes, e
buscar relacionar o fenétipo de interesse com o genotipo. As informacdes referentes a esta
caracterizacao s@o usadas pelos programas de melhoramento genético visando agregacao de valor,
diversificacdo de uso, e o desenvolvimento de novas cultivares de maracujazeiro. Os marcadores
moleculares possuem diferentes aplicagcdes praticas dentro de todas as etapas do melhoramento. O
mapeamento génico, a selecdo assistida por marcadores, e a predicdo de desempenho de hibridos
simples sdo algumas destas etapas, que dependem de um aporte anterior (FALEIRO, 2011;
FALEIRO & JUNQUEIRA, 2016).

Dentro das etapas de pré-melhoramento, a estimativa da variabilidade genética possui
importancia, tendo em vista que a chave para a realizacdo do melhoramento sdo as diferentes
caracteristicas que € possivel obter. Por isto, a variabilidade genética mensurada é usada como
fonte de caracteristicas de interesse comercial (NASS & PATERNIANI, 2000).

Estudos com espécies silvestres demonstraram que estas sdo uma fonte de interesse a ser
explorado, gracas as caracteristicas observadas como vigor, precocidade e resisténcia a doencas.
Dentre as espécies silvestres com maior potencial, esta a P. cincinnata Mast., que se destaca pela
sua alta resisténcia tanto as doencas quanto a seca (OLIVEIRA, G.A.F. et al., 2013).

Os programas de melhoramento genético para as espécies de Passiflora utilizam de
cruzamentos inter e intraespecificos, sendo necessario prospeccado, caracterizacdo e conservagao
de germoplasma das espécies de maracujazeiro, cujas etapas sao cruciais ao pré-melhoramento
(FALEIRO et al., 2005). Objetivando a conservagdo e suporte aos estudos de melhoramento

genético, os Bancos Ativos de Germoplasma (BAG) de passifloras implantados no Brasil sdo
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importantes. A partir da variabilidade genética preservada nos BAGs, é possivel o uso destes
germoplasmas em programas de melhoramento, uma vez que este material esta sendo avaliado e
caracterizado tanto morfolgico quanto geneticamente. Além disso, 0s BAGs possibilitam um
intercdmbio deste material para diferentes estudos, que visam a conservacao e melhoramento da
espécie (JESUS et al., 2013).

Melhoramento genético do género Passiflora

As primeiras cultivares hibridas de Passiflora ssp. foram obtidas em 1999 pelo Instituto
Agrondmico de Campinas (IAC), em estudos voltados a aplicacdo no melhoramento genético do
género. O P. edulis Sims. foi a espécie melhorada na época, visando atender o mercado que buscava
caracteristicas especificas de frutos, como menor espessura da casca e homogeneidade desses
(MELETTI, 2011). Apds isto, 0 melhoramento mudou seu foco devido a alta ocorréncia de doencas
na cultura do maracujazeiro, que resultavam em perdas relacionadas a qualidade do fruto, o que
diminui o valor comercial e, consequentemente, reducéo da producéo (FALEIRO et al., 2015).

As técnicas de melhoramento tém por objetivo a busca e selecdo de diferentes genotipos
superiores que fossem resistentes as doencas que acometem a cultura do maracujazeiro. Estudos e
pesquisas foram realizadas com a P. edulis Sims., utilizando de hibridacgdes intra e interespecificas,
além dos retrocuzamentos, técnica utilizada com sucesso na incorporacdo de genes de resisténcia
e outros genes de interesse (JUNQUEIRA et al., 2007; FALEIRO et al., 2008; FALEIRO &
JUNQUEIRA, 2009; FONSECA et al., 2009).

O Brasil, sendo o principal centro de diversidade do género, possui variabilidade genética,
sendo esta suficiente para o desenvolvimento de novas variedades com caracteristicas de interesse
comercial (REIS et al., 2011; FREITAS et al., 2012). Esta diversidade de espécies de passifloras.,
tanto silvestres quanto comerciais, constitui uma fonte de genes de resisténcia a doencas (PAULA
et al., 2010). Existem registros de alguns acessos, dentro das varias espécies silvestres de
maracujazeiro, com resisténcia a distintas doencas, como antracnose, bacteriose, virose do
endurecimento dos frutos e fusariose (MELETTI et al., 2005; PAULA et al., 2010; CARVALHO
et al., 2013; OLIVEIRA, E.J. et al., 2013). Torna-se necessaria a caracterizacao e a exploracdo da
variabilidade genética destas espécies, como também das espécies comerciais (a exemplo de P.
edulis Sims.), buscando revelar diferentes fontes de resisténcia as doencas no campo, além da
utilizagdo em programas de melhoramento genético (FALEIRO et al., 2005).

A resisténcia ao virus CABMV também foi estudada e avaliada em diferentes espécies de
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passifloras e hibridos interespecificos, tomando como base os sintomas apresentados nas folhas.
Verificou-se a susceptibilidade de P. edulis Sims., enquanto outras espécies, principalmente
silvestres, como P. gibertii N.E.Br., P. setacea DC. e um hibrido de P. edulis f. flavicarpa e P.
setacea foram consideradas resistentes ao virus. Em outras avaliagdes, estas espécies também
apresentaram maior resisténcia ao virus CABMV, especialmente P. setacea, na qual ndo foi
observado sintoma da doenca nos frutos, embora constatado folhas com deformacgdes e mosaico
leve. Estes resultados comprovam o potencial do uso de espécies silvestres para 0 melhoramento
genético do maracuja na busca de resisténcia a patdégenos, principalmente 0o CABMV (PAULA et
al., 2010; OLIVEIRA, G.AF. et al., 2013).

Para aplicacdo dos programas de melhoramento € importante e necessario o conhecimento
da variabilidade genética conservada, caracterizando 0s genotipos e identificando individuos
promissores que possam ser utilizados (FREITAS et al., 2011; MORALES et al., 2011; PAIVA et
al., 2014). Neste contexto, os marcadores moleculares sdo uma ferramenta util na caracterizagéo
dos recursos genéticos, sendo utilizados no melhoramento vegetal e em atividades relacionadas a
conservacdo, desde a caracterizacdo do germoplasma até as etapas finais da selecdo de plantas
melhoradas (DUDLEY, 1993; FALEIRO et al., 2005; HENRY, 2012; OLIVEIRA, E.J. et al.,
2013).

Visto a importancia dos estudos fenotipicos para o0 melhoramento da espécie, outras formas
de melhoramento vém sendo aplicadas, objetivando o desenvolvimento de plantas melhoradas,
com caracteristicas de destaque, como resisténcia e produtividade. As cultivares séo desenvolvidas
por técnicas de selecdo e cruzamentos, a fim de se obter uma planta com caracteristicas uniformes
e de interesse comercial (JUNQUEIRA et al., 2016).

A primeira cultivar comercial de maracuja foi registrada no MAPA em 1999, pela empresa
Feltrin Sementes Ltda., denominada de Amarelo. Em seguida, outras cultivares comecaram a serem
desenvolvidas e registradas por empresas privadas e institutos de pesquisa, como o Instituto
Agrondmico (IAC). Em 2008, a EMBRAPA trabalhando em parceria com a Universidade de
Brasilia (UnB), lancou os trés primeiros hibridos de maracuja-azedo: BRS GAl (BRS Gigante-
Amarelo); BRS SC1 (BRS Sol do Cerrado); e BRS OV1 (BRS Ouro-Vermelho). Em 2012, lancou
0 BRS RC (Rubi do Cerrado), também um hibrido da P. edulis Sims. A Gltima cultivar foi langcada
em 2016, um hibrido interespecifico ornamental, cruzamento de P. edulis Sims. com P. incarnata

(Figura 04). Cada cultivar citada possui caracteristicas especificas visando aumento da
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produtividade, porém outros cultivares foram lancadas com o objetivo de atingir mercados
diferentes, como ornamental e medicinal, utilizando outras espécies. Posteriormente, a EMBRAPA
também langou cultivares com outras espécies que vem se destacando, principalmente em relacdo
a resisténcia, como o BRS Pérola do Cerrado (2013), que utilizou a Passiflora setacea, e em 2015,
a cultivar BRS Sertdo Forte, utilizando a Passiflora cincinnata (FALEIRO et al.,, 2008;
JUNQUEIRA et al., 2016).

2012: BRS 2016: BRS
Rubi do Céu do
Cerrado

2008: BRS 2008: BRS 2008: BRS
Gigante Sol do Ouro-
amarelo Vermelho

Hiwdode O
e
[putap b

BRS Céu do t‘err‘ado

FIGURA 04 - Linha temporal de lan¢camentos das cultivares desenvolvidas pela EMBRAPA, utilizando a
Passiflora edulis Sims. no desenvolvimento.

Diversidade genética do maracujazeiro
O género Passiflora possui um grande namero de espécies, principalmente na América do

Sul, sendo o Brasil e a Colémbia os centros de diversidade. Mesmo possuindo esta alta diversidade

de espécies (Figura 05), estudos sdo necessarios para a conservacao do maracujazeiro.

Fotos; Nilton Tadeu Vilela Junqueira

FIGURA 05 - Diversidade de flores e frutos de diferentes espécies do género Passiflora spp..
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De acordo o local de ocorréncia de determinada espécie, devido as caracteristicas da regido
e a acdo humana sobre os biomas causando essa erosdo genética. Portanto as informagdes de
variabilidade e estrutura genética sdo importantes para a conservacdo da diversidade do
maracujazeiro (OCAMPO et al., 2010; FALEIRO et al., 2011). Estudos com 58 espécies de
maracujazeiro indicou que a maioria destas estavam distribuidas em dois ou apenas um bioma dos
existentes no Brasil. Porém, a P. edulis Sims. esta distribuida amplamente em todos os biomas
brasileiros, sendo uma das espécies mais adaptadas no territorio nacional (SCHERER, 2014).

Os materiais genéticos sao fontes de variabilidade tanto para programas de melhoramento
quanto para apoiar estratégias de conservacdo. Entretanto, mesmo a Passiflora spp. possuindo uma
diversidade de especies dispersos em diferentes biomas tropicais, as informacdes de diversidade
genética sdo escassas para a maioria das espécies. A maioria dos estudos de diversidade do
maracujazeiro teve inicio com o estabelecimento e uso de descritores morfolégicos e agronémicos,
objetivando ac¢des de pré-melhoramento (CERQUEIRA-SILVA et al., 2014; 2016).

Os Bancos Ativos de Germoplasma (BAGs) (Figura 06) sdo uma das estratégias de
conservacdo da biodiversidade utilizada, visto que diferentes acessos sd@o armazenados e
caracterizados. Porém, os BAGs de maracujazeiro existentes séo considerados incipientes tanto no
Brasil quanto no mundo. E estimado que, pelo menos 1200 acessos de Passiflora spp. s&o
preservados em 50 colecBes de germoplasma, distribuidas em aproximadamente 32 paises. Entre
esses, destacam-se o Brasil, Equador, Peru e Coldombia, com aproximadamente 84% de sua
totalidade (FERREIRA, 2005; FALEIRO et al., 2011).

T g AT R AR SR
Z Banco de germoplasa ,

“Flor da paixao” e

ZA O W & PR T
. a0 a OUSE . |

O 1

Banco Ativo de

Germoplasma
de Maracuja

Fonte: acervo proéprio
Fonte: http://www.cpac.embrapa.br/publico/usuarios/uploads/inauguracaobag/fotos1.jpg

FIGURA 06 — Bancos Ativos de Germoplasma de Maracujazeiros — EMBRAPA Cerrados e EMBRAPA Mandioca e
Fruticultura, respectivamente.

O Brasil, mesmo sendo um importante centro de diversidade do maracujazeiro, possui em
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suas colecBes menos de 70 espécies do género, ou aproximadamente 50% das espécies brasileiras
(FERREIRA, 2005). Os BAGs de maracujazeiro estdo presentes em centros de pesquisa espalhados
no pais, sendo estimado que aproximadamente 25% dos acessos existentes nestes bancos sejam das
espécies de maracuja com maior interesse comercial, P. edulis Sims. e P. alata (WETZEL et al.,
2011). Além disso, a maioria dos acessos nos BAGs carece de caracterizacfes biolégicas, genéticas
e moleculares. Os estudos de diversidade utilizando os marcadores moleculares como ferramenta,
surgiram com a evolucdo das técnicas de biologia molecular, as quais fornecem informacdes
aplicaveis a conservacdo e manipulacdo da biodiversidade (CERQUEIRA-SILVA et al., 2014).

A caracterizacdo de BAGs utilizando as ferramentas moleculares, analises e indices de
diversidade alélica séo essenciais para programas de melhoramento da espécie, além de uma
estratégia de conservacdo da diversidade. Estes estudos de variabilidade genética orientam a
escolha de progénies para melhoristas, auxiliando também como ferramenta na selecdo de
descritores morfo-agrondémicos que caracterizam o0s acessos em bancos de germoplasma (JESUS
et al., 2017).

Marcadores Moleculares

Por marcador molecular define-se todo e qualquer fendtipo molecular oriundo de um gene
expresso, como no caso de isoenzimas, ou de um segmento especifico de DNA (FERREIRA &
GRATTAPAGLIA, 1998). A evolucédo das técnicas em biologia molecular sobre os estudos do
DNA possibilitou o surgimento dos marcadores moleculares na década de 1980 passando a integrar
a rotina de analises de diferentes espéecies. Com a evolugdo da ferramenta, o seu aperfeicoamento
é resultante dos avangos tecnoldgicos no sequenciamento em larga escala (TURCHETTO-ZOLET
et al., 2017).

Os primeiros marcadores moleculares desenvolvidos foram os marcadores isoenzimaticos
ou bioquimicos, tendo como fonte a comparacéo das diferentes formas moleculares (variantes) de
uma enzima, apresentando funcédo idéntica ou similar, presente em um mesmo individuo. Com o
aprimoramento das técnicas de biologia molecular, o DNA passou a ser o foco para o
desenvolvimento de novos marcadores, caracterizando variacbes gendmicas naturais entre
individuos e as herancas genéticas. O custo, facilidade de uso, consisténcia e repetibilidade, sdo
pontos importantes que diferenciam os tipos de marcador molecular. A técnica e metodologia
utilizada classificam os marcadores em grupos, sendo esses baseados na amplificagdo do DNA via

“PCR” (Polymerase Chain Reaction) e mais recentemente, em sequenciamento, sendo este Ultimo
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os mais utilizados (BOREM & CAIXETA, 2009; TURCHETTO-ZOLET et al., 2017).

Levando em consideragédo os principais marcadores, estdo os marcadores RFLP (Restriction
Fragment Length Polymorphism); minissatélites ou locus VNTR (Variable Number of Tandem
Repeats), RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), SCAR (Sequence Characterized
Amplified Regions), ISSR (Inter-simple Sequence repeats), Microssatélites ou SSR (Single
Sequence Repeat), AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) STS (Sequence Tagged
Sites), SNP (Single Nucleotide Polymorphism), e os RGAs (Resistance gene Analogs)
(GUIMARAES et al., 2009; TURCHETTO-ZOLET et al., 2017).

No melhoramento vegetal diferentes técnicas sdo importantes para identificar e selecionar
genotipos superiores. Estas podem variar desde a selecdo fenotipica até as complexas metodologias
e ferramentas moleculares (DENIS & BOUVET, 2013). A alta disponibilidade de diferentes
marcadores moleculares € muito importante para o melhoramento de plantas, cuja disponibilidade
garante uma bagagem informacional, a fim de caracterizar e selecionar individuos para o etapas de
melhoramento, bem como avaliar e analisar as diversidades genéticas (KALIA et al., 2011; JIANG,
2013; PEREIRA et al., 2005).

Devido a alta diversidade e importancia econdmica, inimeros estudos de caracterizacéo
genética no género Passiflora tém sido elaborados com diferentes marcadores moleculares, sendo
0s estudos pioneiros realizados com marcadores RAPD (WILLIAMS et al., 1990). Existem outros
marcadores baseados em PCR que utilizam um ou dois iniciadores na amplificacdo das sequéncias
alvo, e que séo utilizados em pesquisas com melhoramento vegetal dentro do género Passiflora.
Exemplo desse tipo de marcador, é 0 RGA — Resistance Gene Analogs (PFLIEGER et al., 2001,
VALLAD et al., 2001; LOPEZ et al., 2003; VAN DER LINDEN et al., 2004).

Diferentes estudos genéticos estdo sendo mais rotineiros para espécies do género
Passiflora. Dentre esses tém-se utilizado diferentes tipos de espécies, nas quais sdo submetidas a
estudos intra ou interespecificos, utilizando marcadores dominantes e até mesmo desenvolvimento
de marcadores codominantes especificos a espécie alvo do estudo. A maioria dos estudos sdo
voltados para a diversidade genética baseada em marcadores dominantes. Embora este tipo de
marcador seja Util, possui limitacdo, como a baixa repetibilidade por exemplo. Para estudos
voltados para as passifloras, tém-se 0 uso dos marcadores RAPD, RFLP, AFLP, SSR, RGA, ISSR
e SNP, em ordem cronoldgica, respectivamente (Figura 07) (CERQUEIRA-SILVA et al., 2014).
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Chronological schematic showing articles using molecular markers to the Passiflora
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FIGURA 07 — Esquema cronoldégico ilustrando os principais marcadores moleculares no género Passiflora e sua
referéncia inicial e o nimero total de artigos. Fonte: CERQUEIRA-SILVA et al., 2014.

Os marcadores moleculares tém acompanhado os avancos da era gendmica, beneficiando-
se do volume de informagdes de sequéncias de DNA disponiveis. Este avanco foi acompanhado
pelo desenvolvimento nas areas da bioinformatica, da estatistica e da genética quantitativa. A
aplicacdo de estudos de diversidade genética, e fornece suporte para 0s programas de
melhoramento genético, os quais resultam em avancos para o desenvolvimento de variedades
melhoradas (GUIMARAES et al., 2009).

Regides Analogas a Genes de Resisténcia — RGA (Resistance Gene Analogs)

Os marcadores moleculares atuam como uma importante ferramenta, tendo em vista que o
processo classico gera um alto custo e demanda tempo para a obtencédo dos resultados de estimativa
da diversidade. Portanto, esses marcadores atuam como um facilitador para estudos de diversidade,
pois reduz o tempo para obter grande quantidade de informagdes genéticas (FERREIRA &
RANGEL, 2011; NASS, 2011). Dentre os diferentes marcadores moleculares existentes, 0s RGAs
associados a genes de resisténcia, tém sido uma 6tima ferramenta aplicada nos programas de
melhoramento genético vegetal. Assim, diminuindo cada vez mais as dificuldades em identificar
os diferentes fendtipos relacionados a resisténcia das plantas (TULLU et al., 2006).

Os genes de resisténcia existentes em plantas possuem regides filogeneticamente
conservadas, sendo estas denominadas “motivos”. Estas regides possuem caracteristicas
diferenciadas como proteinas ricas em leucina (LRR), sitios de ligacdo a nucleotideos (NBS),
estruturas complexas de NBS-LRR e proteinas quinases, além de regides transmembranares ricas
em leucina (LRR-TM) (HAMMOND-KOSACK & JONES, 1997; JONES, 2001; MEYERS et al.,

1999). Esta estrutura conservada possui interesse do ponto de vista genético, sendo elas regides
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conservadas que podem representar a existéncia de sitios importantes na expressdo fenotipica de
genes de resisténcia (BENT, 1996). Em diferentes estudos, foram observados que 0s marcadores
do tipo RGAs sdo fortemente conectados a estes genes de resisténcia ou a segmentos de genes de
resisténcia funcionais (COLLINS et al., 2001).

E sabido que, os fendtipos de resisténcia sio de dificil identificacdo. Logo, os marcadores
moleculares do tipo RGAs representam uma importante ferramenta para selecionar genétipos de
interesse, principalmente na identificacdo de genes de resisténcia em plantas. Estes marcadores
podem ser utilizados na construcdo de mapas genéticos e em selecao assistida dentro de programas
de melhoramento vegetal (GEFFROY et al., 1999; TULLU et al., 2006).

Outros estudos demonstram o potencial do marcador RGA em estudos de diversidade
genética de populagdes de diferentes espécies de passifloras. Pesquisas realizadas com espécies de
populacdes nativas de P. setacea do estado da Bahia apontaram a eficiéncia do uso de marcadores
do tipo RGA para estudos de diversidade genética. Neste estudo os autores destacaram quatro pares
de primers RGAs (PEREIRA et al., 2015), com variacdo na porcentagem de locos polimérficos e
alta diferenciacéo genética entre as populacdes desta espécie. Contudo, estudos dessa natureza séo
importantes e Uteis para aplicacdo no melhoramento genético bem como para o desenvolvimento

das estratégias de preservacao.
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CAPITULO 11

VARIABILIDADE GENETICA EM ACESSOS DE Passiflora edulis Sims. COM BASE
EM MARCADORES ANALOGOS A GENES DE RESISTENCIA
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RESUMO: O Brasil € um dos centros de diversidade do género Passiflora, sendo P. edulis Sims.
a espécie mais cultivada. A crescente evolucdo da area de plantio € resultante da demanda dos
diferentes setores industriais, principalmente do mercado in natura. A cultura brasileira do
maracujazeiro sofre perdas consideraveis causadas pelos patdgenos que acometem o
maracujazeiro. A variabilidade genética existente dentro do género Passiflora, disponiveis em
Bancos Ativos de Germoplasma, € importante para subsidiar programas de melhoramento. Os
estudos genético-moleculares utilizando como ferramenta os marcadores moleculares ganharam
destaque, permitindo a obtencdo de informacges de interesse para a utilizacdo no melhoramento da
espécie, com menor custo e tempo. Este estudo teve por finalidade avaliar a diversidade genética
de 163 plantas de P. edulis Sims., totalizando 71 acessos e 5 cultivares, existentes na colecéo das
Embrapa Cerrados e Mandioca & Fruticultura, utilizando marcador molecular andlogo a genes de
resisténcia — RGA. Foram utilizadas 9 combinacdes de primers RGAs, sendo obtido um total de
157 marcadores, com média de 18,1 marcadores por combinagéo de primers. A Heterozigosidade
esperada média, considerando o Equilibrio de Hardy-Weinberg foi de 0,18. A média do conteudo
médio de informacdo polimdrfica foi de 0,15. A porcentagem de variancia molecular evidenciou
82% de diversidade existente dentro dos BAGs. Os gendtipos foram estruturados em trés pools
génicos, sendo um subgrupo mais heterogéneo formado por acessos de ambos 0s bancos, um outro
homogéneo com acessos apenas do BAG Cerrados, e 0 ultimo predominando as cultivares do
mesmo banco. O PCoA demonstrou distribuicdo com agrupamentos de acordo a estruturacédo
encontrada, além de trazer informacg6es da distribuicdo dos acessos e cultivares. As estruturacdes
dos gendtipos, juntamente com o PCoA, mostraram gue mesmo 0s bancos possuindo materiais
parecidos geneticamente entre eles, existe variabilidade entre os acessos de cada BAG, no qual é
importante para a manutencdo do germoplasma da espécie. Além disso, ainda existe material
gendmico passivo para ser utilizado no desenvolvimento de novas cultivares. A partir desse estudo,
foi possivel observar que a diversidade genética existente na espécie dentro dos BAGs, fornecem
informacgdes importantes para a manutencdo desses bancos de germoplasma, além do uso em
programas de melhoramento genético.

Palavras-chave: Recursos genético, marcadores moleculares, maracujazeiro, germoplasma.
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INTRODUCAO

O género Passiflora possui entre 150 a 170 espécies distribuidas nas zonas tropicais, sendo
0 Brasil e a Coldmbia os principais centros de diversidade. Esta riqueza de espécies possibilita a
ocorréncia de alta variabilidade genética do género, tanto interespecifica quanto intraespecifica
(NUNES & QUEIROZ, 2006; BERNACCI et al., 2014).

Entre as diferentes espécies de maracujazeiros, a P. edulis Sims. é a predominante nos
campos de producdo de maracuja no Brasil. Entretanto, a produtividade media da espécie esta
abaixo do esperado, considerando o potencial estimado da cultura. Os ataques de patdgenos, a seca
existente em algumas regides do Brasil, além do manejo incorreto sdo fatores determinantes na
baixa produtividade do maracuja no pais (CERQUEIRA-SILVA et al., 2018).

A P. edulis Sims., mesmo com uma produtividade considerada baixa, ainda € uma cultura
importante, tanto para o grande quanto o pequeno produtor rural. A cultura do maracuja gera renda
durante o ano, com diferentes op¢des de mercado, além da possibilidade de agregar valor ao fruto,
com o processamento e manufatura de outros produtos a base do maracuja. Visando a importancia
social e econbmica dessa cultura, a disponibilidade de um material melhorado e o uso de técnicas
corretas de manejo reduzem custos de producéo, otimizando a cultura e gerando mais renda aos
pequenos, medios e grandes fruticultores (FALEIRO & JUNQUEIRA, 2016).

A diversidade genética de passifloras existentes no Brasil levou ao desenvolvimento de
estudos a fim de se obter informacBes genéticas sobre as caracteristicas de interesse comercial,
como produtividade e resisténcia a fatores bioticos, como pragas e patdgenos (PAULA et al. 2010).

Os melhoristas buscam aumentar a produtividade da cultura por meio da selecdo de
genotipos superiores que possuem resisténcia as doencas que afetam o maracujazeiro. Para se obter
sucesso dentro dos programas de melhoramento, € necessario realizar etapas de pré-melhoramento,
como a prospeccdo, caracterizacdo e conservacdo de germoplasma (FALEIRO et al., 2005;
MELETTI, 2011).

O Brasil possui um amplo acervo de espécies distribuidas e conservadas em Bancos Ativos
de Germoplasma — BAG, onde diferentes gendtipos de espécies do género Passiflora sdo estudados
e conservados. O germoplasma conservado em BAGSs no Brasil estd concentrado em institutos de
pesquisa por todo o pais, sendo que, dentre os acessos de diferentes espécies armazenados, a P.
edulis Sims. prevalece. Esta proporcao se deve ao fato destas espécies serem aquelas que sdo mais
cultivadas no Brasil (FERREIRA et al., 2005; WETZEL et al., 2011). E necessaria a busca e a
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manutengdo de nimeros cada vez maiores de espécies para fomentar estes bancos, a fim de buscar
informacdes de diversidade genética do maracujazeiro, visando contribuir com os programas de
melhoramento genético (CERQUEIRA-SILVA et al., 2018).

Os BAGs sdo importantes para a manutencao da diversidade do maracujazeiro. Além do
objetivo de conservacdo da diversidade existente, as espécies presentes nos bancos ficam
disponiveis para descricdo e caracterizacdo utilizando ferramentas genético-moleculares que
possibilita obter o maior contetdo de informag6es sobre cada acesso. Uma destas ferramentas sao
0s marcadores moleculares, importantes no mapeamento de genes de interesse e em estudos de
diversidade e conservacdo (KALIA et al., 2011).

Entre os marcadores moleculares utilizados em pesquisas com melhoramento vegetal, 0s
marcadores andlogos a genes de resisténcia — RGA (Resistance Gene Analogs) sdo Uteis para esta
finalidade, uma vez que permite acessar variagcdes geneticas diretamente relacionadas aos genes de
resisténcia a doencas em diferentes especies de plantas. Estes genes possuem regides conservadas
nas plantas que representam sitios importantes no que diz respeito a expressdo da resisténcia
genética (COLLINS et al., 2001; SELVARAJ et al., 2011).

Visto a necessidade de se identificar as caracteristicas de resisténcia em plantas, e
caracterizar geneticamente 0s acessos existentes em diferentes bancos de germoplasma, de forma
rapida objetivou-se avaliar a diversidade genética e a estruturacdo de acessos de Passiflora edulis
Sims. existentes nos bancos ativos de germoplasma das unidades da Embrapa Cerrados (Brasilia —
DF) e Mandioca & Fruticultura (Cruz das Almas — BA) por meio de marcadores moleculares
RGAs.

MATERIAL E METODOS
Material Vegetal

Para viabilizar o estudo, coletou-se amostras de folhas jovens e sadias de 163 plantas
(Anexo 01), totalizando 71 acessos e 5 cultivares (BRS Céu do Cerrado, BRS Gigante Amarelo,
BRS Rubi do Cerrado, BRS Sol do Cerrado e BRS Maracuja Jaboticaba), localizadas nos Bancos
Ativos de Germoplasma de Passiflora ssp. das duas unidades da Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria: EMBRAPA Mandioca e Fruticultura (Cruz da Almas, BA) e EMBRAPA Cerrados
(Brasilia, DF). Destes, 34 acessos (99 plantas) do BAG da EMBRAPA Mandioca e Fruticultura,
37 acessos (37 plantas) e 5 cultivares (27 plantas) da EMBRAPA Cerrados, BAG Flor da Paixao.
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O DNA gendmico foi isolado a partir do material vegetal utilizando o0 método do brometo
de cetiltrimetilam6nio (CTAB) (DOYLE & DOYLE, 1990) e armazenado a -20 °C, no Laboratério
de Genética Molecular Aplicada (LGMA) da Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia (UESB),
Itapetinga, Bahia.

Genotipagem das Amostras

Para a caracterizacdo da diversidade genética utilizou-se 9 pares de primers RGAs (Tabela
01), utilizados por PAULA et al., (2010), PEREIRA (2012) e SOUSA et al. (2015), em estudos de
diversidade genética de passifloras. As reacGes de amplificacdo via PCR foram conduzidas em
termociclador Veriti™ 96-Well ThermalCycler (Applied Biosystems™, Foster City, CA, USA)
realizadas com volume final de 16 pL contendo 8ng de DNA gendmico, tamp&o de PCR 10X (20
mM Tris-HCI [pH 8,4] e 50 mM de KCI), 1,2 mM de MgCl2 (50mM), 2mM de cada de cada
desoxinucleotideo trifosfato (ANTPs), 0,2 unidade de Tag DNA polimerase (Invitrogen, Carlsbad,
CA, USA) e 1,2 uM de cada primer. O programa de amplificacdo incluiu desnaturacao inicial por
5 minutos a 95 °C; seguido por 34 ciclos (95 °C por 30 segundos, 37°C por 1 minuto, 72 °C por 1
minuto e 20 segundos); e extensdo final a 72 °C por 10 minutos. Os produtos da amplificacdo foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose a 2% (m/v) em solugdo TBE 0,5X, com intercalante
de DNA GelRed® (Biotium Inc.) por aproximadamente 2 horas, a 120 V. A visualizacdo dos
produtos de amplificacéo foi realizada em sistema de fotodocumentacdo Kodak, sob incidéncia de
luz ultravioleta.

Tabela 01 — Combinagdes de nove iniciadores RGA (Resistance Gene
Analogs) utilizados para caracterizacdo de P. edulis Sims., e suas
respectivas sequéncias de nucleotideos.

INICIADORES SEQUENCIAG - 3
S1+ GGTGGGGTTGGGAAGACAACG
NBSr1 GGTGGGGTTGGGAAGACAACGYCT

s+ GGIGGIGTIGGIAAIACIAC
Asl CAAGGCTAGTGGCAATCC
S1+ GGTGGGGTTGGGAAGACAACG
Asl CAAGGCTAGTGGCAATCC
S1+ GGTGGGGTTGGGAAGACAACG
As2 IAAIGCIAGIGGIAAICC

NBSfL + GGAATGGGNGGNGTNGGNAARAC

NBSri GGTGGGGTTGGGAAGACAACGYCT
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NBSf1 + GGAATGGGNGGNGTNGGNAARAC
Asl CAAGGCTAGTGGCAATCC
RGAIf + AGTTTATTATTYSATTGCT
RGA2r CACACGGTTTAAAATTCTCA
S1+ GGTGGGGTTGGGAAGACAACG
As3 IAGIGCIAGIGGIAGICC
As] + CAAGGCTAGTGGCAATCC
As3 IAGIGCIAGIGGIAGICC

Bases degeneradas: Y=Cou T; R=A0ouG;N=A, T,CouG; S=GouC

Analises Descritivas e Estatisticas

O padrao de amplificacdo presente nos geis foi avaliado por dois pesquisadores, sendo
convertido em dados binarios, onde foi atribuido 1 para presenca e 0 para auséncia de marcadores
(amplicon). As analises descritivas associadas as amplificagdes permitiram avaliar e obter dados
sobre os polimorfismos: quantidade de marcadores obtidos por combinacao de primers; médias da
quantidade de marcadores considerando o total de pares de primers; porcentagem de polimorfismo;
quantidade de marcadores compartilhados; exclusivos de cada BAG; e porcentagem de marcadores
raros (ocorréncia em ate 5% das plantas avaliadas).

As estimativas de diversidade genética foram calculadas utilizando software GenALEX
v.6.5 (PEAKALL & SMOUSE, 2012) foi utilizado para analise descritiva dos dados e avaliar a
distribuicdo dos genotipos em espaco bidimensional, levando em consideracdo a diversidade
genética. A fim de visualizar esta distribuicdo, a analise discriminante pelas Analises de
Coordenadas Principais (PCoA) foram geradas, além da analise da Variancia Molecular
(AMOVA). Foram analisados ambos os BAGs, de forma individual, quanto em conjunto,
verificando a diversidade existente entre eles, e dentro dos mesmos.

Anélise Bayesiana da estrutura populacional foi realizada pelo software STRUCTURE
(PRITCHARD et al., 2000), assumindo como parametros a avalia¢cdo do nimero de pools génicos
(K) de 1 a 10, com 10 simulagdes para cada K. O periodo de burn-in aplicado foi de 100.000
interacdes e 0 nimero de repeticdes MCMC (Markov Chain Monte Carlo) foi de 1.000.000. A
escolha do valor de Delta K com melhor representatividade da estrutura genética dos gendtipos
avaliados foi baseado no método descrito por EVANNO et al. (2005), implementado na ferramenta
online Structure Harvester (EARL & VONHOLDT, 2012). Para efeito de analise, uma planta foi
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considerada como pertencente a um pool génico apresentam uma identidade minima de 70% com
este pool (Q > 0,7). Valores inferiores a 70% indicam misturas de pools génicos e serdo tratadas
como heterogéneas.

Foram estimadas as frequéncias alélicas, a heterozigosidade esperada (He), considerando o
Equilibrio de Hardy-Weinberg, e o conteddo médio de informacdo polimérfica (PIC), com o
software GENES (CRUZ, 2013). A He do locus foi calculada pela formula abaixo, proposta por
NEI (1973), onde é considerada que as popula¢des estudadas estdo em equilibrio.

k Onde:
gl
H =1- el x; = frequéncia de alelo i
i=1 k = nimero de alelos

O PIC quantifica a informacdo do locus polimérfico, sendo assim um parametro
diretamente relacionado com os marcadores e sua frequéncia. Estes sdo classificados de acordo o
valor, onde indices abaixo de 0,25 sdo levemente informativos; entre 0,25 e 0,50, razoavelmente
informativos; e acima de 0,50 altamente informativos (BOTSTEIN et al., 1980). O PIC foi

calculado de acordo a seguinte formula:

PIC=1- in ] B Z Zz.r;‘.rf
4 i=l j=i+]

FONTE: BOTSTEIN et al. (1980).

RESULTADOS

Do total de 157 marcadores foram obtidos uma média de 17,4 marcadores por combinacao
de primers (Tabela 02). Ao analisar os BAGs de forma separada, as plantas obtidas a partir do
BAG da EMBRAPA Mandioca e Fruticultura apresentaram total de 124 marcadores, com média
de 13,8 marcadores por combinacdo de primers. Os acessos do BAG da EMBRAPA Cerrados
apresentaram total de 72 marcadores, com média de 8 marcadores por combinacéo de primers. Em
relacdo as cultivares observou-se um total de 61 marcadores, com média de 6,8, com 100% de

polimorfismo para os marcadores obtidos.
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Tabela 02 — Analise descritiva e diversidade genética obtida a partir de 9 combinacbes de
iniciadores RGAs e 163 gendtipos de Passiflora edulis Sims. oriundos de Bancos Ativos de
Germoplasmas das EMBRAPAs Cerrados e EMBRAPA Mandioca e Fruticultura.

MARCADORES
~ MARCADORES MARCADORES

COMBINACAO MARCADORES EXCLUSIVOS

PRIMERS RGA MARCADORES RAROS Mandioca e EXCLUSIVOS EXCLL_JSIVOS He PIC
. Cerrados Cultivares
Fruticultura
S2 + Asl 18 6 5 1 0 0.21 0.17
S1 + As2 18 13 1 3 3 0.16 0.13
S1+ Asl 19 8 3 2 3 0.13 0.11
Asl + As3 14 3 0 1 3 0.27 0.22
S1+ NBSrl 17 5 2 0 1 0.17 0.15
S1 + As3 29 18 7 0 3 0.12 0.10
RGA1f+ RGA2r 14 4 1 0 2 0.28 0.23
NBSf1 + Asl 16 7 0 2 4 0.16 0.14
NBSf1 + NBSr1 12 3 0 0 2 0.13 0.12
MEDIA
TOTAL 157 39 19 9 21 —_—

0,18 0,15

HE: Heterozigosidade esperada; PIC: Conteudo de Informacdo Polimorfica

Em relacdo aos marcadores raros, foram encontrados total de 39 marcadores (24,8%).
Avaliando os BAGs de forma separada, 0 BAG Mandioca e Fruticultura obteve 33,1% de
marcadores raros do total observado neste banco. Os acessos oriundos do BAG Cerrados
apresentaram um total de 33,3% de marcadores raros e as cultivares, 2,8%. Observou-se também a
presenca de marcadores exclusivos em ambos 0os BAGs, sendo que o0 BAG Mandioca e Fruticultura
apresentou maior numero de marcadores exclusivos, com 19. Os pares de primers As1+As3 e
NBSfl+Asl evidenciaram alguns marcadores existentes apenas nos acessos do BAG Cerrados. A
combinacdo de primers NBSf1+NBSrl ndo evidenciaram nenhum marcador exclusivo entre 0s
acessos.

A heterozigosidade esperada (He), considerando o Equilibrio de Hardy-Weinberg, na
populacdo de ambos 0s bancos de germoplasma variou de 0,12 para 0os marcadores revelados pela
combinacdo de primers S1+As3, até 0,28 para os primers RGALf + RGA2r. A média de HE para
0s 9 pares de primers foi de 0,18. O contetdo de informacao de polimorfismo (PIC) variou de 0,10
a 0,23, para 0s mesmos pares de primers, e a media do PIC, foi de 0,15, respectivamente.

A inferéncia Bayesiana indicou o nimero de trés pools génicos (K=3), sendo este 0 nUmero

mais provavel existente para os 71 acessos e 5 cultivares pertencentes as 163 plantas avaliadas
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(Figura 08). O histograma com K=3 ilustra a estruturacdo dos genotipos avaliados. A distribui¢do
dos acessos nesses trés pools génicos, estdo representados pelas cores azul, verde e vermelha. Dessa
forma, o BAG Mandioca e Fruticultura apresenta gen6tipos de P. edulis homogéneas para dois
pools génicos, representados pelas cores azul e verde. Por outro lado, € possivel observar também
genotipos heterogéneos neste BAG, possuindo de dois até trés pools génicos na constituicéo
genética. Este banco possui 55 plantas caracteristicas do pool azul, 30 plantas caracteristicas do
pool verde, e 14 plantas heterogéneas. Os acessos de P. edulis coletados na EMBRAPA Cerrados
apresentaram maior homogeneidade para o pool representado pela cor verde. Neste, existem um
total de 37 acessos, todas pertencentes ao pool verde. O terceiro pool, representado pela cor
vermelha, abriga exclusivamente as cultivares. Das 27 plantas, apenas 1 é heterogénea. Embora
seja do mesmo banco, as cultivares sdo plantas melhoradas, obtidas por meio de cruzamentos intra
e interespecificos. Esses resultados registraram que o P. edulis Sims. mantida nesses BAGs possui
sua prépria estruturacdo, com genotipos homogéneos, em maioria.

O apéndice 01 reporta os valores de Delta K, visto que para 0 K=2 e K=4 (Figura 08) os
valores podem ser considerados para uma avaliacdo mais detalhada desta estruturacdo. A
estruturacdo K=2 separa 0s acessos e as cultivares, e 0 K=4 traz subestruturas que representam os
acessos unicos em cada banco, aqueles que possuem relacao alélica e as cultivares.

Buscando avaliar a diversidade genética existente entre os acessos de P. edulis Sims.
coletadas em ambos os BAGs, os graficos da Analise de Coordenadas Principais (PCoA) foram
gerados quatro graficos de PCoA, sendo um relacionando todas as 163 plantas, e outros trés,

representativos dos acessos de cada BAG e das cultivares (Figura 09).
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Figura 08 — Histograma de estruturacdo dos pools génicos, para 0s acessos de Passiflora edulis Sims. mantidos em Bancos de

Germoplasma das unidades da EMBRAPA Cerrados e EMBRAPA Mandioca e Fruticultura.
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Figura 09 —A) Analises de Coordenadas Principais (PCoA) para dispersdo dos acessos e cultivares de Passiflora edulis Sims. obtidos
nos Bancos de Germoplasma das unidades da EMBRAPA Cerrados e EMBRAPA Mandioca e Fruticultura; B) PCoA para 0s acessos

da EMBRAPA Mandioca e Fruticultura; C) PCoA para os acessos da EMBRAPA Cerrados; D) PCoA para dispersdo dos cultivares da
EMBRAPA Cerrados.

A)

Caard. 2 (29,87%)

Coard.1 (11,33%)

s+ Mandiocae g Cerrados- 5 Cerrados -

Fruticultura acessos cultivares
& 9 P S *
) o L ny ] )
&} © "1 @0
5 I | & s
o "% ~ n e
b . E " E
a " ! 2 n 1
w ‘_“_' . . » w g

L w %

R .
Coord. 1 (13,08%) Coord. 1 (21,28%) Courd. 1 (32,78%)
PCoa dos acessos da EMBRAPA Mandioc e Fruticultura . PCoA dos acessos da EMBRAPA Cerrados

PCoA dos cultivares da EMBRAPA Cerrados




42

Observando o PCoA foi possivel identificar a separacdo clara entre 0s acessos e as
cultivares. Assim como observado na estruturacdo (Figura 08), houve sobreposicdo de parte da
informacdo genética dos acessos presente nos dois BAGs, o que é representado pelo pool génico
marcado em verde no histograma. Ainda em relacdo a dispersdo dos acessos, foi possivel verificar
maior dispersdo das plantas dos acessos do BAG da EMBRAPA Mandioca e Fruticultura
(gendtipos em azul) do que do BAG Cerrados (genotipos em verde) (Figura 09A). Essa observacdo
foi confirmada a partir da analise discriminatdria individual pelo PCoA. A representacao grafica
indicou maior variabilidade entre os acessos do banco da Mandioca e Fruticultura.

No PCoA (Figura 09A), foi possivel observar a relagdo genética existente entre acessos de
ambos o0s bancos, onde quatro pontos que se sobrepbem. Os componentes principais
individualmente gerados para cada grupo (Figura 09), apresentou a dispersdo existente dentro de
cada BAG e entre as cultivares. O BAG Mandioca e Fruticultura (Figura 09B) possui uma alta
dispersdo no grafico. Para 0 BAG Cerrados, observou-se pelo menos cinco grupos (Figura 09C), e
no grafico dos cultivares (Figura 09D), quatro grupos distintos, sendo dois mais proximos,
distribuidos em um dos quadrantes do PCoA.

Os genotipos referentes as cultivares se distribuiram nos outros quadrantes, possuindo
assim uma relacdo mais distante com os acessos de ambos 0s bancos (Figura 09A). A distribuicédo
dos cultivares nos quatro quadrantes (Figura 09D) indicando a variabilidade genética destas
amostras, sendo a distribuicdo relacionada as cultivares e a origem das matrizes utilizadas no
desenvolvimento destas.

A Anélise de variancia molecular — AMOVA, considerando apenas 0s acessos dos dois
BAGs, além de um diagrama de Venn, trouxe informacdo de como esta os BAGs em relacdo aos
seus marcadores, quantos sao Unicos de cada BAG e quantos sao compartilhados (Figura 10). Essa
andlise indicou elevada diversidade genética dentro dos BAGs (82%), e menor entre, com 18%,
evidenciando assim a diversidade genética (Figura 10A). Para a classificacdo dos marcadores, foi
observado a porcentagem de marcadores exclusivos e compartilhados de cada banco, sendo
observado que do total de 136 marcadores encontrados, 79% dos marcadores ocorrem nos dois
bancos. Sendo o banco Mandioca e Fruticultura o que detém a maior parte, com 14% desses

marcadores exclusivos.
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Figura 10 — A) Anélise de variancia molecular entre e dentro dos Bancos de Germoplasma (BAG) das unidades da EMBRAPA Cerrados
e EMBRAPA Mandioca e Fruticultura, desconsiderando e considerando as cultivares melhoradas; B) Classificacdo dos 136 marcadores
encontrados para os acessos dos dois Bancos Ativos de Germoplasma do estudo, utilizando 9 pares de primers RGA.
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DISCUSSAO

A utilizacéo das ferramentas moleculares, especialmente os marcadores RGAs para estudos
com o género Passiflora possui menos de 10 anos, sendo o estudo de PAULA et al. (2010) o
primeiro publicado neste sentido (CERQUEIRA-SILVA et al., 2014). Os estudos com 0s RGAs
apresentaram potencial descritivo sobre as espécies de Passiflora, acessando alta porcentagem de
regides polimérficas, informacdo importante para estudos intraespecificos de variabilidade
genética (PAULA et al, 2010; PEREIRA, 2012). Além disso, estas informagdes subsidiam
programas de selecdo e melhoramento, uma vez que este tipo de marcador molecular possui relacéo
com regides de resisténcia potencialmente expressas (KANAZIN et al., 1996).

A analise descritiva dos dados indicou que a combinagdo de primer S1+As3 se destacou
quanto ao nimero de marcadores gerados, seguido pelos pares de primers S1+Asl, S2+Asl e
S1+As2, com média de 21 marcadores por combinagéo de primers. A combina¢do NBSf1+NBSrl
foi a que obteve menor nimero de marcadores, com apenas 12 marcagdes. Médias parecidas foram
encontradas no estudo de PEREIRA (2012), onde o autor, utilizando cinco pares de primers RGAs
em 98 plantas de P. edulis Sims., entre elas cultivares, plantas de selecdo regional e nativas, obteve
97 marcadores e meédia de 18,6 marcadores por combinacéo de primers, com 83% de polimorfismo.
Os pares de primers s1+LM637 e S1+As3, utilizados pelo autor se destacaram, com 27 e 18
marcadores, respectivamente. Apenas 0s pares de primers S1+As2 e RGA1f+RGA2r ndo
apresentaram marcas, diferente do atual estudo, onde foram obtidas 18 e 14 marcadores para estes
mesmos pares de primers.

Trabalhos de estudos interespecificos com diferentes espécies do género Passiflora, como
0 de PAULA et al. (2010), também observaram médias proximas destas apresentadas. Neste
estudo, os autores utilizaram seis pares de primers RGA em diferentes acessos de oito espécies
diferentes e um hibrido, do género Passiflora, no qual resultou em 99 marcadores, com média de
16,5 marcadores por combinacdo de primer, sendo 96,9% desses polimdrficos. Notou-se que
algumas combinacdes de pares de primers RGAs, apresentaram mais interessantes para estudos
intraespecificos, como é o caso da S1+As3 e, outras para estudos tanto intra quanto
interespecificos, como é o caso da S2+Asl. Estes estudos demonstram o potencial uso deste tipo
de marcador em estudos inter e intraespecificos no género Passiflora, gerando dados importantes
para avaliacdes de diversidade genética custo relativamente baixo.

A andlise descritiva dos marcadores encontrados foi importante para agregar uma maior
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quantidade de informacdes aos bancos, no sentido de caracterizar a diversidade existente no BAG
e auxiliar a escolha de progenitores para programas de melhoramento. Ao se realizar uma analise
do total de marcadores raros e exclusivos de cada BAG, foi possivel observar que o BAG da
EMBRAPA Mandioca e Fruticultura possui 41 marcadores raros e 0 BAG da EMBRAPA Cerrados
possui 24 marcadores raros. Os pares de primers S1+As3 e S1+As2 foram 0s que encontraram a
maior quantidade destes marcadores raros. Portanto, faz-se necessario observar a ocorréncia destes
marcadores, e se esses se relacionam com caracteristicas de interesse.

Além dos marcadores raros, foram também encontrados aqueles exclusivos a cada um dos
BAGs, ou seja, marcador presente apenas nos acessos de cada banco. O BAG da Mandioca e
Fruticultura possui maior nimero de marcadores exclusivos que o do Cerrados, podendo ser
resultado do maior nimero de plantas avaliadas. Porem, ao incluir as cultivares, estes possuem
maior nimero de marcadores exclusivos, uma vez que estas amostras sao de materiais melhorados,
advindos de cruzamentos intra e interespecificos, desenvolvidos pela EMBRAPA. Os pares de
primers RGAs que se destacaram foram as combinagfes S2+As3 no BAG Mandioca e Fruticultura,
S1+As2, no BAG Cerrados, e NBSf1+As1 analisando as cultivares. Esta informacao € interessante
para a otimizagdo da manutencdo dos BAGs, visando a reducgéo de custos.

A gestdo de um banco de germoplasma demanda investimento e recursos humanos
capacitados, buscando manter a maior variabilidade de alelos, o que € interessante aos programas
de melhoramento. No PCoA foi observado quatro pontos com sobreposicdo de dois germoplasmas
de acessos e bancos distintos. S&o eles: 0 BGP-222 com o CPAC MJ-21-07; o BGP-165 com o
CPAC MJ-M-01-L1P3 PL4; 0 BGP-AU com 0 CPAC MJ-M-01-L2P5 PL2; e 0 BGP-226 com 0
CPAC MJ-M-01-L4P2 MA (Anexo 01). Visto a existéncia de material genético nos bancos
molecularmente parecidos, caso seja necessario eliminar material de um dos BAGs, a fim de
reduzir os custos de manutencdo, é possivel utilizar destas informac6es. Os BAGs necessitam de
maiores informacdes sobre acessos de diferentes espécies, fonte de variabilidade genética, uma vez
que, do total de acessos existentes nos BAGs existentes em centros de pesquisa no Brasil,
aproximadamente 25% sao de espécies comerciais. As estimativas de diversidade possuem como
base dados moleculares, que podem ser relacionados com a caracterizacdo morfo-agrondmica
(WETZEL et al., 2011; CERQUEIRA-SILVA et al., 2018).

A diversidade genética observada no PCoA (Figura 09) foi comprovada pela analise de

variancia molecular — AMOVA (Figura 10) resultando numa porcentagem maior de variabilidade
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dentro dos BAGs (82%). Entretanto pode-se afirmar existéncia de diversidade genética
intraespecifica entre os acessos de P. edulis Sims. presentes nos BAGs da EMBRAPA Cerrados, e
Mandioca e Fruticultura. Também foi observado como os individuos melhorados (cultivares)
possuem um gendtipo melhorado, uma vez que foram desenvolvidas buscando os alelos de
interesse comercial, a partir do processo de melhoramento. Embora esta informagéo seja importante
na selecdo de acessos para 0s programas de melhoramento, ainda ndo é possivel indicar individuos
para uso como progénie desses, pois é necessaria realizar uma avaliacdo fenotipica em conjunto,
observando a relagdo fenotipo-gendtipo (FALEIRO & JUNQUEIRA, 2016).

Estudos utilizando marcadores microssatélites em um estudo intraespecifico com 66
progénies de dois ciclos de selecdo de P. edulis Sims., obteve médias de He para as progénies de
0,18 a 0,20. O atual estudo, mesmo utilizando de outro tipo de marcador, obteve também média de
He=0,18 (REIS et al., 2011). Os estudos reportados enfatizam que 0s acessos e cultivares de P.
edulis mantidos em BAGs, apresentaram baixa variabilidade genética, as quais foram apontadas e
observadas neste estudo, pelas heterozigosidade esperada e informagdo polimérfica (HE e PIC)
(Tabela 02). Ainda que este estudo aborde outros com diferentes espéecies de passifloras, além da
P. edulis, é esperado maiores indices em estudos interespecificos do que intraespecificos.

Os baixos indices de He e PIC sdo resultantes do tipo de estudo e marcador utilizado, uma
vez que este foi intraespecifico com um marcador dominante. Analisando os bancos de forma
separada, observou-se uma diversidade alta, com formacdo de subgrupos especificos. A baixa
porcentagem de diversidade existente entre os grupos também foi observada em um outro estudo,
onde realizaram a caracterizacdo e selecdo de acessos de P. edulis Sims. e uma cultivar (BRS
Gigante Amarelo) utilizando marcadores microssatélites, observando apenas 1% de diversidade
genética existente entre os grupos avaliados (CERQUEIRA-SILVA et al., 2015).

N&o obstante, espécies do género Passiflora parecem possuir a baixa variabilidade
molecular em locos microssatélites (CERQUEIRA-SILVA et al., 2012; 2014). Com isso a
caracterizacdo dos BAGs € essencial para verificar se a baixa variacdo estd representada nos
acessos mantidos, visando evitar a perda desta variabilidade genética ou ainda das caracteristicas
de maior interesse para a cultura do maracujazeiro. O uso das ferramentas moleculares, de
diferentes tipos de marcadores e, até as analises fenotipicas sdo necessarias, pois busca explicar o
comportamento dentro dos acessos mantidos em BAGS.

Em relacdo ao PIC, levando em consideracdo marcadores codominantes, com obtencgéo de
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poucas marcacdes polimorficas, observou-se PIC elevado (> 0,5). Neste caso, quanto maior este
indice, mais eficiente € o marcador (TURCHETTO-ZOLET et al., 2017). Trabalhos utilizando
marcadores microssatélites obtiveram valores de até 0,81 (OLIVEIRA et al., 2005). Ja estudos
utilizando passifloras oriundas de cruzamentos intraespecificos como o de REIS et al. (2011)
obtiveram variacdo entre os individuos avaliados. A média do PIC para as populacdes avaliadas
foi de 0,16 e 0,18, respectivamente, corroborando com o estudo atual, que obteve média de 0,15.
Este PIC € considerado levemente baixo, segundo classificacdo de BOTSTEIN et al. (1980). Para
0s autores, as médias mais baixas encontradas, podem ser resultado de uma reducdo da base
genética entre suas populagdes estudadas.

A formacdo de um pool exclusivo para as cultivares € resultante do processo de selecéo e
desenvolvimento, conservando apenas os alelos de interesse nestes, 0 que forma uma estruturacao
homogénea, porém com alta variabilidade genética entre eles (Figura 09D) e 0s demais acessos
(Figura 09A). O BAG da Mandioca e Fruticultura possui uma maior variabilidade, mantendo uma
relacdo de seus acessos com alguns germoplasmas do BAG Cerrados. Esta proximidade genética
é visivel tanto na estruturacdo quanto na dispersdo da PCoA., na qual deve ser avaliada e levada
em consideracéo.

Sobre a estruturacdo obtida (Figura 08), obteve-se um Delta K=3, ou seja, uma estruturacéo
de todo o amostral em 3 pools génicos. Observamos que, mesmo se tratando de acessos de dois
BAGs distintos, existe uma relacdo entre gendtipos da EMBRAPA Cerrados, um grupo menos
estruturado, com alguns da EMBRAPA Mandioca e Fruticultura, mais estruturado. As cultivares
se comportam como uma estruturagao Unica entre os acessos de ambos 0s BAGs, uma vez que séo
produtos do melhoramento, apds cruzamentos e selecdo de alelos especificos para caracteristicas
de interesse comercial. Este comportamento estrutural de cada banco tem relacdo com a forma de
manutencdo de cada.

O BAG Cerrados utiliza de técnica de reproducéo vegetativa, com geracdo de clones das
mesmas plantas, mantendo o grupo mais homogéneo, com menor variabilidade genética entre os
acessos. Ja 0 BAG Mandioca e Fruticultura realiza a renovacdo de suas plantas e acessos através
de polinizacdo induzida por meio de reproducéo cruzada entre plantas do mesmo acesso, de forma
a gerar um fruto e sementes especificas de cada acesso que compde o BAG. Essa reproducdo
orientada e de forma cruzada aumenta a variabilidade genética existente, favorecendo a uma

estruturacdo mais heterogénea.
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Podemos observar também, dentro dos histogramas gerados para 0 K=2 e K=4 (Figura 08),
maiores informagdes de como as cultivares sdo geneticamente diferentes dos acessos avaliado, e
quais acessos possuem essa relacdo alélica. A estruturacdo em dois pools demonstra a proximidade
existente entre os acessos dos bancos em relacédo as cultivares. Mesmo com um indice de Delta K
menor, a estruturacdo em quatro pools traz informacgdes mais especificas sobre as subestruturas
genéticas existentes entre os acessos dos BAGs, sendo possivel identificar quais acessos sdo mais
distantes geneticamente. A partir disso, observamos quais acessos possuem genotipos Unicos de
um dos BAGs, e quais possuem semelhancas genéticas entre os dois BAGs.

Ao se avaliar os resultados obtidos, é possivel observar ampla variabilidade genética
existente dentro dos BAGs e a relagdo existente entre eles. Os cultivares estdo muito dispersos no
gréfico, agrupados de acordo a cultivar especifica, sendo possivel observar a sobreposicdo de
algumas. Embora praticamente cada cultivar possua suas caracteristicas especificas, estabelecidas
pelo processo de melhoramento, as cultivares BRS Sol do Cerrado, BRS Gigante Amarelo e a BRS
Rubi do Cerrado foram distribuidas no mesmo quadrante dentro da PCoA. Ao se avaliar as matrizes
utilizadas para o desenvolvimento destas, foi possivel observar matrizes com proximidade
genética. A BRS Sol do Cerrado foi desenvolvida com uma selecdo recorrente com as matrizes
GA-2 X MA, sendo esta Ultima uma derivada da selecdo Redonddo. A BRS Gigante Amarelo
utilizou da selecdo Redonddo X selecdo Sul Brasil (MSC). A selecéo e utilizacdo desta matriz em
comum durante o desenvolvimento destas cultivares explica a proximidade genética destes
germoplasmas (Figura 09D). As cultivares analisadas no estudo sdo resultantes de etapas de
melhoramento e cruzamentos inter e intraespecificos, com acessos de diferentes origens. Com isso,
as caracteristicas presentes em cada cultivar sdo bastante especificas, sendo que cada uma possui
suas especificidades, como maior fruto, maior produtividade ou resisténcia aos patdgenos, por

exemplo.

Os marcadores moleculares analogos a genes de resisténcia — RGAs sdo uma ferramenta
importante para a realizacdo da caracterizacdo molecular de acessos existentes em BAGs. Como
0 género possui alta diversidade, estudos de diversidade genética sdo necessarios para caracterizar
tanto os materiais existentes nos BAGs quanto novos. A partir de novos estudos os bancos poderdo
ser caracterizados, disponibilizando informacdes relevantes para os programas de melhoramento
e conservacdo do maracujazeiro. Embora ainda se faz necessaria maiores estudos para relacionar

genotipo com fendtipo, estes dados fornecem suporte para iniciar uma selecdo de gendtipos de
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maior interesse, buscando a composicao de cole¢es-nlcleo com alta diversidade genética, dando

suporte a manutencdo do germoplasma dos bancos e em programas de melhoramento da espécie.
CONCLUSAO

Os marcadores RGAs sdo uma ferramenta Gtil para estudos genético-moleculares, buscando
maiores informacgdes para uso em programas de melhoramento e conservacdo. A sua aplicacdo na
caracterizacdo genética de Bancos ativos de germoplasma de passifloras é eficiente. Visto a sua
aplicabilidade, foi possivel observar a existéncia de um compartilhamento de alelos entre os BAGs
das EMBRAPASs Mandioca e Fruticultura, e Cerrados. Entretanto, a diversidade existente em cada
um é alta, fator importante para a conservacéo da espécie, favorecendo a chance de se obter novos
alelos responsaveis a caracteristicas de interesse.

Avaliando as cultivares, observamos que ndo existe relagdo com os acessos dos BAGs, 0
que demonstra a importancia do germoplasma armazenado, refor¢cando os estudos para relacionar
0s gendtipos com as caracteristicas morfo-agronémicas. Através destes novos estudos, os BAGs

vao possuir informacgdes importantes no desenvolvimento de novas cultivares melhoradas.
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APENDICES
Apéndice 01 - Numero de pools génicos mais provavel obtido.
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ANEXOS
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Anexo 01 — Descritivo com identificacdo de cada planta utilizada no estudo, com respectivo cédigo
do acesso no BAG, qual BAG de origem, e qual a origem de coleta da planta.

n° ACESSO BAG ORIGEM
1

2 BGP-225
3

4

5 BGP-221
6

7

8 BGP-427
9

10

11 BGP-330
12 EMBRAPA

13 Mandioca e

14 BGP-445 Fruticultura
15

16

17 BGP-424
18

19
20 BGP-DG
21
22
23 BGP-324
24
25
26 BGP-185
27
28
29 BGP-224
30




31

32

33

BGP-225

34

35

36

BGP-DD

37

38

39

BGP-418

40

41

42

BGP-CP

43

44

45

BGP-DA

46

47

48

BGP-BE

49

50

o1

BGP-AE

52

53

54

BGP-CU

55

56

57

BGP-AP

58

59

60

BGP-425

61

62

63

BGP-051

EMBRAPA
Mandioca e
Fruticultura

62



64

65

66

BGP-182

67

68

69

BGP-AC

70

71

72

LM-15

73

74

75

BGP-AU

76

77

78

BGP-CJ

79

80

81

BGP-BO

82

83

84

BGP-328

85

86

87

BGP-400

88

89

90

BGP-401

91

92

93

BGP-165

94

95

96

FLOR BRANCA

97

BGP-038

98

BGP-222

EMBRAPA
MANDIOCA E
FRUTICULTURA
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99 BGP-222

100 CPAC MJ-21-12 roxo, Colémbia
101 CPAC MJ-21-07 Serra da mesa
102 CPAC MJ-21-07 Serra da mesa
103 CPAC MJ-21-07 Serra da mesa
104 CPAC MJ-21-06 Oliveira, MG
105 CPAC MJ-21-07 Oliveira, MG
106 CPAC MJ-21-08 Oliveira, MG
107 CPAC MJ-21-01 camonE.

108 CPAC MJ-21-02 "FLOR DA --

109 CPAC P2 X LD4 PAIXAO™ PMGP CPAC
110 CPAC P4 X LD3 PMGP CPAC
111 CPAC P3 PMGP CPAC
112 Longéo 1 PMGP CPAC
113 BRS MJ PMGP CPAC
114 CPAC MJ-21-07 PL3 PMGP CPAC
115 CPAC MJ-21-09 Maguary
116 CPAC MJ-21-10 Santa Catarina
117 CPAC MJ-21-07 Buzios, RJ
118 CPAC MJ-21-02

119 P. edulis Sims L1P21 PMGP CPAC
120 P. edulis Sims L1P17 PMGP CPAC
121 P. edulis Sims L3P8a PMGP CPAC
122 CPAC MJ-M-01-PL5 L2P1 PMGP CPAC
123 CPAC MJ-M-01-PL2 ou 5 L2P2 PMGP CPAC
124 CPAC MJ-M-01-PL2 L2P3 PMGP CPAC
125 CPAC MJ-M-01-PL2 L2P4 PMGP CPAC
126 CPAC MJ-M-01-L2 P5 PL2? PMGP CPAC
127 CPAC MJ-M-01-L1P1 PLA4? PMGP CPAC
128 CPAC MJ-M-01-L1P2 PLA4? PMGP CPAC
129 CPAC MJ-M-01-L1P3 PL4 PMGP CPAC
130 CPAC MJ-M-01-L1P4 PL3? PMGP CPAC
131 CPAC MJ-M-01-L1P5 PL3? PMGP CPAC
132 CPAC MJ-M-01-L4P2 MA PMGP CPAC
133 CPAC MJ-M-01-L4P3 MA? PMGP CPAC
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134

CPAC MJ-M-01-L1P1 PL6

135 CPAC MJ-M-01-L1P2 PL6
136 CPAC MJ-M-01-L1P3 PL6
137 BRS CC

138 BRS CC

139 BRS CC

140 BRS GA

141 BRS GA

142 BRS GA

143 BRS GA

144 BRS GA

145 BRS GA

146 BRS GA

147 BRS RC (amarelo)
148 BRS RC (roxo)
149 BRS RC

150 BRS RB (amarelo)
151 BRS RB (amarelo)
152 BRS RB (roxo)
153 BRS RB (roxo)
154 BRS SC

155 BRS SC

156 BRS SC

157 BRS MJ

158 BRS MJ-1a
159 BRS MJ

160 BRS MJ

161 BRS MJ-P17. 3
162 BRS MJ

163 BRS MJ

EMBRAPA
CERRADOS -
"FLOR DA
PAIXAO"

PMGP CPAC

PMGP CPAC

PMGP CPAC

PMGP CPAC

PMGP CPAC

PMGP CPAC

PMGP CPAC

PMGP CPAC

PMGP CPAC

PMGP CPAC

PMGP CPAC

PMGP CPAC

PMGP CPAC

PMGP CPAC

PMGP CPAC

PMGP CPAC

PMGP CPAC

PMGP CPAC

PMGP CPAC

PMGP CPAC

PMGP CPAC

PMGP CPAC

PMGP CPAC

PMGP CPAC

PMGP CPAC

PMGP CPAC

PMGP CPAC

PMGP CPAC

PMGP CPAC

PMGP CPAC
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