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RESUMO 

 

Passiflora setacea DC. é uma espécie vegetal nativa do Cerrado brasileiro, popularmente 

conhecida como maracujazeiro-do-sono. Em contextos de programas de (pré)melhoramento ela 

é utilizada tanto com os objetivos da comercialização dos frutos para alimentação, produção de 

sucos, medicamentos, ornamentação e cosmética, assim como potencial fonte de genes de 

resistência a fatores de estresse bióticos e abióticos. O principal objetivo com esse trabalho foi 

estimar a diversidade e estrutura genética de P. setacea em seis populações naturais e em nove 

acessos de bancos ativos de germoplasma da Embrapa Cerrados e da Embrapa Mandioca e 

Fruticultura a partir do polimorfismo observado com marcadores moleculares Inter Simple 

Sequence Repeat (ISSR). Para isso, foram coletados 149 indivíduos em seis populações naturais 

e nove acessos em bancos ativos de germoplasma. Após identificação e acondicionamento, as 

amostras tiveram o DNA extraído pelo método CTAB 1% (m/v) e quantificado pela razão das 

absorbâncias 260/280 nm. Posteriormente, procedeu-se amplificação por meio da Reação em 

Cadeia da Polimerase (PCR) utilizando 12 iniciadores ISSR. Os produtos de amplificação 

gerados com a PCR foram separados em eletroforese horizontal em gel de agarose a 2% (m/v)   

e posteriormente visualizados em transluminador com luz UV e fotodocumentados. Foram 

observadas 186 marcas, com média de 15.5 marcas por iniciador ISSR. A AMOVA revelou que 

a maior parte da diversidade ocorre dentro da população (71%) seguido pela diversidade entre 

as populações (29%). A diversidade genética de Nei (h) e de Shannon (I) foram, 

respectivamente, 0.206 e 0.309. A porcentagem de loci polimórficos (PLP) encontrada foi de 

59,29%. As matrizes de similaridade e dissimilaridade genética de Nei, bem como a análise de 

coordenadas principais (PCoA) revelaram a distância entre as populações naturais  e acessos. 

A estruturação das populações e a árvore de Unweighted Neighbor Joining demonstraram que 

as populações e acessos podem ser diferenciadas em dois grupos. A Passiflora setaceae 

apresenta alta diversidade e variabilidade genética. A diversificação concentra nos acessos de 

Caculé e de Encruzilhada, sugerindo a inserção desses no BAG a fim de agregar valor e riqueza 

aos bancos bem como contribuir com a conservação ex situ e futuros estudos de melhoramento 

genético. 

 

Palavras-chave: maracujazeiro-do-sono; ISSR; diversidade genética; conservação. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

 

Passiflora setacea DC. is a species of plant native from Brazilian cerrado, popularly known as 

sleeping passion fruit. In contexts of (pre) breeding programs, P. setacea is used both for the 

purposes of commercialization of fruits for food, juice production, medicines and 

ornamentation, as well as a potential source of genes for resistance to biotic and abiotic stress 

factors. The objective of this work was to estimate the diversity and genetic structure of P. 

setacea in six natural populations and in accessions of active germplasm banks (BAGs) from 

Embrapa Cerrados and Embrapa Mandioca e Fruticultura. After identification and packaging, 

the samples had their DNA extracted by the CTAB 1% (w/v) method and quantified by the 

absorbance ratio 260/280 nm. Subsequently, amplification was carried out using the 

Polymerase Chain Reaction (PCR) using 12 ISSR primers. The amplification products 

generated with the PCR were separated in horizontal electrophoresis in agarose gel at 2% (w/v) 

for 1 h under 90 volts, where they were visualized in a transluminator with UV light and 

photodocumented. The amplification product was analyzed from photodocumented images of 

gels stained with Red gel. 186 marks were observed, with an average of 15.5 mark per ISSR 

primer. AMOVA revealed that most diversity occurs within (71%) than among populations 

(29%). The genetic diversity of Nei (h) and Shannon (I) were, respectively, 0.206 and 0.309. 

The percentage of polymorphic loci (PLP) found was 59.29%. Nei genetic similarity and 

dissimilarity matrices, such as principal coordinate analysis (PCoA) revealed the distance 

between natural populations and accessions. The structuring of populations and the unweighted 

neighbor joining tree demonstrated that populations and accessions can be differentiated into 

two groups. Passiflora setaceae has high genetic diversity and variability. This information 

infers the use of accessions in conservation programs in order to expand the germplasm 

collection as well as insert them in pre-improvement programs. 

 

 

Keywords: passion fruit; ISSR; genetic diversity, conservation 
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INTRODUÇÃO 

 

Passiflora é um gênero de plantas trepadeiras, perenes, popularmente conhecidas como 

maracujazeiros, com grande diversidade de espécies. Possui aproximadamente 157 espécies 

distribuídas em todo o território brasileiro, em que dessas, 87 são endêmicas (Bernacci et al., 

2020). 

Os frutos dos maracujazeiros são conhecidos como maracujás, sendo comestíveis em 

pelo menos 70 espécies (Faleiro et al., 2021). A produção de frutos comestíveis é o destaque 

comercial do gênero, sendo a produção global estimada em 2017 em aproximadamente de 

1,5 milhão de toneladas, liderada pelo Brasil, representando cerca de 65% da produção 

mundial, seguido da Colômbia e Indonésia (Altendorf, 2018). No Brasil, a maior parte dessa 

produção é gerada na região nordeste, sobretudo no Estado da Bahia (IBGE, 2021). Além disso, 

não somente no mercado de fruticultura, as espécies de Passiflora são destaque também no uso 

ornamental (Mikovski et al., 2019), cosmético (Proaño et al., 2020) e medicinal (Santos et al., 

2020). 

Contudo, a produção dos maracujazeiros comerciais sofre influência de diversos fatores 

limítrofes na cultura, como o tipo de solo, condições climáticas, déficit hídrico, obsolescência 

tecnológica, pragas, doenças, indisponibilidade de polinizadores, dentre outros fatores bióticos 

e abióticos (Veimrober Junior, 2021; Faleiro et al., 2019; Peruch et al., 2018; Medeiros et al.; 

2017). A despeito do potencial comestível dos frutos de muitas espécies, a comercialização dos 

frutos de maracujazeiros encontra-se concentrada em apenas uma espécie (P. edulis Sims) que 

corresponde em mais de 90% da produção nacional de 690.364 t em 2020 (IBGE, 2021). 

Dentre as espécies silvestres, ainda que pouco exploradas comercialmente, observa-se 

um aumento no reconhecimento desta biodiversidade enquanto recurso natural, sobretudo para 

os programas de melhoramento genético (Nass, 2011). Neste contexto, encontra-se a espécie 

Passiflora setacea DC, popularmente conhecida como maracujá-do-sono, maracujá-cascavel 

ou maracujá-sururuca, nativa dos biomas Cerrado, Mata Atlântica e Caatinga. Segundo Ataíde 

et al. (2012), os frutos de P. setacea possuem potencial para serem consumidos através do 

mercado de frutas frescas, devido ao sabor doce e exótico, além de apresentar potencial como 

fonte de resistência para fatores de estresse biótico e abiótico (Teixeira et al., 2017; Pereira et 

al., 2019; Sacoman et al., 2018; Souza et al., 2018). Apesar de ser uma espécie ainda pouco 

estudada e caracterizada (Almeida, 2018), a P. setacea já está sendo utilizada em programas de 
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melhoramento, como o que lançou em 2013 o cultivar BRS Pérola do Cerrado (BRS PC) 

(EMBRAPA, 2015). 

O estado da Bahia, além de se destacar no contexto produtivo da cultura do maracujá, é 

também em seus biomas um ambiente de ocorrência natural para várias espécies do gênero 

(Species Link, 2021). O território baiano é compreendido em sua maior parte pelo semiárido, 

onde predominam vegetações de Caatinga (Giulietti et al., 2006). A Bahia apresenta mosaicos 

de florestas estacionais, campos rupestres e áreas de transição com ecossistema do Cerrado 

circundadas pela Caatinga que apresentam diferentes condições de topografia, microclimas e 

composição do solo (Pinho, 2008). As regiões geográficas compreendendo Vitória da 

Conquista, Candido Sales, Caculé e Encruzilhada estão incluídas em áreas de transição entre 

aos biomas Caatinga e Mata Atlântica (IBGE, 2019) que possuem índices pluviométricos entre 

500 a 800 mm, enquanto a região de Caetité possui índice pluviométrico de 800 mm (Bahia, 

2003). A região de Divisa Alegre, MG, situa-se no bioma da Caatinga, entre as bacias 

hidrográficas do Rio Pardo e Rio Jequitinhonha e com índice pluviométrico anual menor que 

650 mm (Guimarães et al., 2010). 

A biodiversidade inerente ao gênero Passiflora, aliada ao seu uso comercial, e sobretudo 

o potencial crescimento na produtividade e na diversificação da cultura, coloca os 

maracujazeiros como um importante recurso genético a ser pesquisado e utilizado (Cerqueira-

Silva et al., 2015). Características relativas à sua reprodução, enquanto planta alógoma 

autoincompatível obrigatória e com capacidade de cruzamento interespecífico, fortalecem o uso 

desses recursos genéticos naturais em programas de melhoramento; envolvendo conjuntamente 

espécies comerciais e silvestres (Silva et al., 2014). 

O estabelecimento de Bancos Ativos de Germoplasma (BAGs) e a conservação das 

espécies in situ são fundamentais para a manutenção da biodiversidade de maracujazeiros, além 

de fomentarem o uso dessas espécies como recursos genéticos. Naturalmente são desenvolvidas 

as caracterizações genéticas e agronômicas dos acessos nos BAGs, integrando o uso deste 

germoplasma em programas de conservação e, sobretudo, em programas de melhoramento 

(Braga et al., 2005). 

A conservação da biodiversidade do gênero Passiflora recebe contribuições através de 

estudos sobre os padrões de distribuição e adaptação das espécies em diferentes regiões 

geográficas (Scherer, 2014). As centenas de espécies de Passiflora distribuídas em habitats com 

diferentes características macroecológicas e climáticas revelam que há diversidade de relações 
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ecológicas e evolutivas nesses ambientes que resultam em diferentes adaptabilidades, além de 

identificação de espécies com risco de extinção (Cerqueira-Silva et al., 2015). 

Dentre as inúmeras possibilidades de caracterização dos recursos genéticos, a utilização 

de marcadores moleculares é uma importante ferramenta para avaliar a diversidade genética de 

maracujazeiros. Tais ferramentas possibilitam a obtenção de informações que contribua para 

identificação de genes relacionados às características desejáveis para uso no melhoramento e 

na avaliação da biodiversidade a partir de parâmetros populacionais (Cerqueira-Silva et al., 

2018) que dentre outras possibilidades, direcionam cruzamentos convergentes ou divergentes. 

Um dos marcadores moleculares que possibilitam estimativas de diversidade intra e 

interespecífica são os ISSR (“inter-simple sequence repeats”).  

Os marcadores ISSR podem ser entendidos como fragmentos de DNA localizados entre 

regiões microssatélites opostamente orientadas. Eles podem ser amplificados com o uso de 

iniciadores que possuem nucleotídeos que podem ser ancorados nas regiões microssatélites. As 

amplificações dos fragmentos que ocorrem a partir da técnica de PCR, seguida pela separação 

que ocorre através da eletroforese em gel, possibilitam a análise da diversidade genética através 

da presença de amplicons com diferentes tamanhos, ou mesmo ausência de bandas 

(Zietkiewicz, 1994). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



16 
 
 

OBJETIVOS 

 

Objetivo Geral 

  

Estimar a diversidade e estrutura genética de acessos de Passiflora setacea DC presentes 

em bancos de germoplasma e populações naturais. 

 

Objetivos Específicos 

 

1. Ampliar o número de amostras de DNA genômico de P. setacea no banco de DNA do 

Laboratório de Genética Molecular Aplicada da UESB, campus de Itapetinga; 

 

2. Genotipar com uso de marcadores moleculares acessos de maracujazeiros presentes em 

populações naturais e Bancos de Germoplasma; 

 

3. Estimar a diversidade e estrutura genética de maracujazeiros presentes em populações 

naturais e Bancos de Germoplasma; 

 

4. Identificar acessos de maracujazeiros com potencial uso para cruzamentos divergentes e 

convergentes em programas de melhoramento genético de maracujazeiros. 
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DESENVOLVIMENTO 

 

REVISÃO DA LITERATURA 

 

1.1 Diversidade 

A diversidade biológica é a variabilidade do número de organismos vivos em 

ecossistemas terrestres, aquáticos, ecológicos, além da diversidade de espécies, entre espécies 

e ecossistemas (Stehmann, 2017). Por sua vez, a diversidade genética pode ser definida como 

a quantidade total de variações genéticas em três níveis: (a) dentro de populações, (b) entre 

populações e (c) entre espécies.  

A diversidade genética é naturalmente fundamental para a sobrevivência e evolução das 

espécies. Ela auxilia as espécies tanto no sucesso da reprodução, quanto na resistência às 

doenças e na adaptação das mudanças ambientais. Ela também pode ser entendida como o 

resultado da interação de diversos fatores, como o ambiente onde a espécie se encontra, o fluxo 

gênico, o sistema e modo reprodutivo, bem como o tamanho populacional (Silva, 2010). 

Em contextos particulares de cada espécie, a variabilidade genética pode ser entendida 

como a variação entre alelos de um mesmo gene em determinada população. Ela é consequência 

de mutações, crossing-over, segregação e compartilhamento de genes entre populações. Além 

disso, ela pode ser considerada tanto de modo intraespecífico quanto de modo interespecífico. 

A variação intraespecífica, também chamada de polimorfismo, consiste em alterações genéticas 

dentro de uma mesma espécie e pode causar efeitos em comunidades ecológicas (Bolnick, 

2011). A variação interespecífica, por sua vez, ocorre em diferentes espécies, sendo importante 

na relação entre espécies nos diferentes níveis taxonômicos (Diniz-Filho, 2012). 

Fatores como a seleção natural e deriva genética podem contribuir para a perda da 

variabilidade genética (Costa, 2012). A deriva genética, neste contexto, altera aleatoriamente a 

frequência de um alelo em determinada população, sendo assim, ela pode reduzi-la através da 

exclusão de determinadas variantes genéticas (Hartl, 2020). 

Espécies geneticamente uniformes estão mais ameaçadas de extinção, sendo que a 

diversidade genética é ameaçada, dentre outros fatores, pela redução do tamanho efetivo ou 

desaparecimento de populações, pela implementação unilateral de variedades de alto 

desempenho na agropecuária e através das alterações climáticas (Hajibabaei, 2007).  
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Características adaptativas são características herdáveis e benéficas para uma espécie ao 

serem vantajosas para a sua sobrevivência e capacidade de reprodução em um determinado 

período e contexto ambiental (Kremer et al., 2012). 

O pool genético de uma população é o conjunto total de todos os alelos nos indivíduos 

reprodutores em determinado momento (Griffiths et al., 2022). Ele pode ser alterado 

aleatoriamente através das mutações. Sob a influência da seleção natural, pode-se ver com o 

tempo se a nova expressão causada por uma mutação resulta em uma adaptação significativa. 

Se for assim, será transmitida com mais frequência no futuro, porque os indivíduos afetados 

têm uma vantagem genética sobre os outros sem essa mutação. Se a mutação é neutra, ou 

prejudicial, os indivíduos afetados serão menos capazes de transmiti-la e, como resultado, a 

mutação permanecerá rara ou desaparecerá completamente, pois como a população é finita, as 

linhagens dos genes vão sendo substituídas ao longo das gerações (Hartl, 2020). 

As diferentes formas de polinização também possuem relevância para a manutenção da 

diversidade genética (Fattorini e Glover, 2020). Algumas plantas evitam a polinização por 

autoincompatibilidade, ao possuírem estruturas florais com heterostilia, interferindo no 

comprimento dos pistilos e estames que dificultam a polinização (Welsford, 2016). Existem 

diferentes tipos de polinização cruzada. Na polinização através do vento (anemofilia), as plantas 

geralmente possuem altas reservas de pólen, estruturas mais adaptadas para a recepção do pólen 

e flores discretas (Rech, 2016). Enquanto a polinização através de animais (zoocoria) é 

caracterizada geralmente pela presença de flores hermafroditas, inflorescências ou falsas flores 

mais atrativas e adaptadas para os animais, sendo eles possivelmente atraídos pela cor, 

fragrância ou forma (Dicks, 2015). 

 

1.2 Gênero Passiflora  

 

Popularmente conhecidas como maracujazeiros, o gênero Passiflora é o mais diverso 

gênero das regiões tropicais das américas (Espinoza et al., 2018) e possui aproximadamente 

520 espécies no mundo (MacDougal e Feuillet, 2004), sendo esta estimativa variável, visto a 

constante descrição de novas espécies (MacDougal e Espinoza, 2022). Países como Colômbia 

e Brasil possuem respectivamente 167 e 157 espécies e são reconhecidos como principais 

centros de diversidade de Passiflora (Ocampo et al., 2010; Bernacci et al., 2020; Fajardo et al., 

1998). 
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As Passiflora spp. (Família Passifloraceae), caracterizam-se como plantas trepadeiras 

perenes que se apresentam como ervas e arbustos (Vanderplank, 1996).  O sistema floral de 

Passiflora é normalmente caracterizado com flores de diversas colorações e misturas de cores, 

com comprimento maior que três centímetros, com cinco estames e órgãos sexuais elevados 

(Cervi, 1997). O caule possui estípulas, gavinhas e alto teor de lignina na base, sendo 

considerado pouco lenhoso (Manica, 1981; Crochemore et al., 2003). As folhas na maioria dos 

maracujazeiros são simples e alternas, inteiras ou lobadas e as raízes são axiais (Cunha et al., 

2002). 

O modo reprodutivo da maioria dos maracujazeiros é caracterizado pela alogamia 

obrigatória autoincompatível, isto é, a polinização é cruzada, entre indivíduos diferentes, sendo 

o maracujazeiro fértil incapaz de gerar sementes ao ser fertilizado com o seu próprio pólen 

(Silva et al., 2014). Apesar da autoincompatibilidade ser predominante no gênero, há espécies 

silvestres autocompatíveis como a P. tenuifila, P. elegans P capsularis, P. villosa, P suberosa, 

P. morifolia e P. foetida (Faleiro, 2012).  

Entre as espécies silvestres também se destacam as que possuem resistência aos 

principais patógenos do solo, como a P. alata, P. caerulea, P. gibertii, P. macrocarpa, P. nitida, 

P. quadrangularis, P. setaceae (Fischer, 2005). Assim como resistência às doenças que atacam 

as partes aéreas, dentre estas espécies se destacam a P. actinia, P. amethystina, P. setacea, P. 

coccinea, P. tenuifila, P. serratodigitata, P. odontophylla, P. nitida, P. gibertii (Junqueira, 

2005). 

O maracujazeiro destaca-se tanto por aspectos ecológicos quanto por aspectos 

econômicos, visto que muitas espécies são reconhecidas como recurso natural devido ao 

potencial valor agregado às suas folhas, flores e frutos. A beleza e a diversidade das suas 

folhagens e flores despertam interesse no uso ornamental, já tendo sido registrados inúmeros 

híbridos ornamentais (Abreu et al., 2009; Peixoto, 2005). De forma semelhante, existe interesse 

econômico devido ao potencial uso dos princípios ativos das Passifloras como plantas 

medicinais (Silva, 2015), cosmetológicas (Proaño et al., 2020) e como fontes de princípios 

ativos (Fonseca, 2013). Por fim, destaca-se a importância econômica relativa às Passifloras 

quanto a produção e comercialização de frutos, conhecidos como maracujás, sendo neste 

contexto reconhecidas ao menos 70 espécies produtoras de frutos comestíveis (Faleiro et al., 

2021). Esses frutos podem ser consumidos tanto in natura, quanto na forma de sucos, mousses, 

sorvetes e bebidas alcóolicas (SANDI et al., 2003). 
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O Brasil possui destaque no cenário mundial como principal produtor de frutos de 

maracujá, estando a produção brasileira presente nas diferentes regiões do país (IBGE, 2021). 

Segundo o IBGE (2021), no ano de 2020 a produção brasileira de maracujá foi de 690.364 t 

produzidas em 46.530 ha, tendo rendimento de 14,867 t.ha⁻1 (Figura 1). Os municípios com 

maior produção foram, respectivamente, Livramento de Nossa Senhora – BA (44.660 t) e 

Viçosa do Ceará – CE (41.580 t), com rendimento médio de 14 t.ha⁻1  e 25,2 t.ha⁻1, 

respectivamente (IBGE, 2021). Na região nordeste, onde está localizada a Bahia, foram 

produzidas 491.326 t. em 33.833 ha com rendimento médio de 14,535 t.ha⁻1durante o ano de 

2020 (IBGE, 2021). A Bahia é o principal estado brasileiro produtor, alcançando em 2020 uma 

produção de 197.160 t. em 17.414 ha, com rendimento de 11.323 Kg.ha⁻1 (IBGE, 2021) 

 

 

 

Figura 1. Rendimento médio da produção de maracujás no ano de 2020 no Brasil, expresso em 

Kg.ha⁻1 (IBGE, 2021). 

 

14000

25200

11323

14535

14867

0

5000

10000

15000

20000

25000

30000

Rendimento médio (Kg.ha⁻1) da produção de maracujás em 
2020

Livramento de Nossa Senhora (BA) Viçosa do Ceará (CE) Bahia Nordeste Brasil



21 
 
 

O menor rendimento encontrado na Bahia em comparação com o rendimento médio no 

Brasil pode ser justificado pelas diferenças nas características ambientais, como oferta de água, 

doenças, fertilidade do solo, fatores climáticos, ciclo vegetativo, disponibilidade de 

polinizadores, além de fatores técnicos e socioeconômicos, como manejo técnico, custo de 

produção, extrativismo predatório e genótipo utilizado (Araújo et al., 2005; Junqueira et al., 

2005; Peruch et al., 2018; São José, 1994). Contudo, o rendimento médio menor da Bahia 

comparado com o restante da região nordeste, por apresentar características ambientais em 

comum, é um ponto importante a ser elucidado. Além do que, o incremento da sua 

produtividade apresenta-se como desafio para a manutenção da liderança do estado na cadeia 

produtiva.  

Com o intuito de aumentar a produtividade da cultura, programas de pré (melhoramento) 

buscam utilizar espécies de maracujazeiros selvagens como fonte de genes de resistência às 

principais doenças que acometem os maracujazeiros (Faleiro et al., 2011). Neste contexto, 

merece destaque espécies silvestres como a P. cincinnata MAST. e P. setacea DC., que 

inclusive já possuem cultivares lançadas, como BRS Sertão Forte e BRS Pérola do Cerrado, 

respectivamente (Araújo et al., 2016). 

 

1.2.1 Passiflora setacea DC. 

 

O maracujazeiro-do-sono, maracujazeiro do cerrado ou maracujazeiro sururuca 

(Passiflora setacea DC) é uma espécie silvestre nativa do Cerrado brasileiro e que pode ser 

encontrada na Mata Atlântica, Cerrado e Caatinga (Oliveira e Ruggiero, 2005). Ela foi 

primeiramente descrita pelo botânico suíço Augustim Pyramus de Candolle (DC) em 1828 e 

como a sua espécie possui estípulas em formato de setas, a espécie recebeu o nome de setacea, 

que significa “em forma de setas” em latim (Cervi, 1997). 

O fruto do maracujazeiro-do-sono tem formato redondo-ovalado, aproximadamente 

quatro cm de diâmetro, é menor do que o fruto do maracujazeiro azedo (4 a 5 cm de diâmetro) 

e sua coloração é verde-amarelada com cinco listras longitudinais (Sozo, 2014; Ribeiro, 2014) 

A flor dessa espécie é noturna, possui coloração branca e anteras posicionadas numa 

única direção (Figura 2). Essas características fazem com que a espécie 

receba visitações de polinizadores como insetos de hábitos noturnos bem como morcegos 

(Souza et al., 2008; Junqueira et al., 2005). O potencial comercial da P. setacea está presente 
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tanto na produção de sucos in natura, devido ao seu sabor doce e exótico, quanto nas 

propriedades medicinais (Ataíde et al., 2012). 

Quanto as estimativas de diversidade genética os estudos são ainda incipientes, 

sobretudo envolvendo populações naturais (Cerqueira-Silva et al., 2012; Pereira et al., 2015ab), 

mas apresentam evidências, embasadas em marcadores RAPD, RGA (Resistance Gene 

Analogs) e ISSR (inter-simple sequence repeats) para a existência de variabilidade 

significativa, passível de ser incorporada em programas de melhoramento genético.  

 

 

Figura 2. P. setacea. Créditos: Silva, T.S.S. 

 

1.3 Diversidade de Bancos Ativos de Germoplasma e Populações Naturais  

 

Os bancos ativos de germoplasma (BAGs) são locais de conservação ex situ de espécies, 

com a finalidade de manter a variabilidade das espécies e utilizá-las para programas de 

conservação e melhoramento, além disso, os BAGs são alvo de avaliações, caracterizações, 

coletas e documentações dos acessos representativos do ecossistema natural (Vieira et al., 

2005). 

As principais coleções de acessos de maracujazeiros no Brasil estão localizadas nos 

BAGs da Embrapa, que contabilizam aproximadamente 600 acessos únicos pertencentes a 

diversas espécies do gênero Passiflora que podem ser disponibilizadas para programas de 

melhoramento (Embrapa, 2022). 

As populações naturais são as principais fontes primárias de variabilidade para os 

programas de melhoramento. A distribuição geográfica das espécies em populações naturais 

está associada à dispersão, sendo ela influenciada tanto pela origem da espécie quanto pelas 
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características do seu novo habitat. A distribuição das espécies também é influenciada pelo 

isolamento geográfico imposto devido às barreiras físicas e até endemismo (Giulietti, 2005). 

Caracterizar as populações naturais pode produzir informações sobre a origem, 

manutenção e organização das espécies “in situ” (Castellen, 2005). Essas informações auxiliam 

no acesso de genótipos com características desejáveis, como acessos produtivos ou acessos 

resistentes às doenças, bem como adaptadas no ambiente (Netto, 2010). 

De acordo com Faleiro et al. (2018), no melhoramento de plantas, os marcadores 

moleculares podem ser utilizados em todas as fases, desde as caracterizações e análises nos 

germoplasmas, seguido pelo pré-melhoramento e melhoramento propriamente dito, com o 

auxílio da seleção de genitores, confirmação de hibridações e autofecundações, 

desenvolvimento de mapas genéticos e mapeamento comparativo, seleção assistida, 

mapeamento gênico e predição de desempenho de híbridos simples, até o pós-melhoramento, 

com análise, caracterização e proteção de cultivares. 

Espécies silvestres de maracujazeiro apresentam potencialmente resistência à fatores de 

estresse bióticos e abióticos, representando recurso genético importante para os programas de 

melhoramento genético do maracujazeiro (Faleiro et al. 2011; Junqueira et al. 2005). Como 

exemplo, há espécies silvestres com anatomia do sistema reprodutivo adaptada à polinização 

por insetos pequenos (Junqueira et al. 2005). Também há relatos de algumas espécies silvestres 

resistentes às doenças causadas por fungos do solo, como a P. caerulea, P. nitida, P. laurifolia, 

P. suberosa, P. alata, P. coccinea, P. gibertii e P. setacea (Menezes, 1994; Fisher, 2003; Araújo 

et al., 2012; Preisigke et al., 2017). 

 

1.4 Marcadores moleculares 

 

Os marcadores moleculares são sequências no genoma que podem ser utilizadas como 

ferramentas para identificar polimorfismos genéticos entre indivíduos (Faleiro et al., 2019). De 

maneira geral, eles podem ser baseados em hibridação, amplificação ou sequenciamento. 

Enquanto a hibridação utiliza-se de sondas radioativas ou fluorescentes para marcação e ligação 

ao DNA, como as técnica RFLP (restriction fragment length polymorphism) e DArT (Diversity 

Arrays Technology) , a amplificação utiliza-se da PCR para a amplificação das pequenas 

sequências específicas, como os marcadores RAPD (random amplified polymorphic DNA), 

AFLP (amplified fragment length polymorphism), SSR (simple sequence repeats) e ISSR (inter-

simple sequence repeats) (Poczai, 2013), e os baseados em sequenciamento usam tecnologias 
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de sequenciamento de nova geração e alinhamentos através da bioinformática para a detecção 

de polimorfismo, como os SNPs (Single Nucleotide Polymorphism) os quais são baseados em 

sequenciamento (Meuwissen, 2001). 

Além disso, os marcadores moleculares podem exibir predominantemente 

comportamentos relativos/associados a alelos dominantes ou codominantes. No primeiro, é 

possível a identificação da presença ou ausência de uma determinada marca (amplificação ou 

fragmento), como o RAPD, AFLP, DArT e ISSR. No segundo, é possível identificar um locus 

específico, alelo, sendo assim é capaz de diferenciar homozigotos e heterozigotos, como RFLP, 

SNP e SSR (Foll, 2008). 

As vantagens dos marcadores moleculares dominantes, de modo geral, é que eles são 

simples, rápidos, reprodutíveis e mais baratos que os codominantes, contudo suas desvantagens 

podem estar associadas aos problemas de interpretação e por não conseguir diferenciar mais de 

um locus gênico, o que gera uma informação limitada (Meyer, 2002), enquanto as vantagens 

dos marcadores moleculares codominantes está associada à identificação de mais de um alelo 

e uma ampla cobertura do genoma, enquanto suas desvantagens, de modo geral, estão 

associadas ao maior custo e maior demora do que os marcadores dominantes (Bonnett, 2005). 

Nos maracujazeiros, os marcadores moleculares são estudados e utilizados (Figura 3) 

em análises de diversidade genética (Cerqueira-Silva et al., 2014), análise e caracterização de 

cultivares resistentes às pragas e doenças, como o mapeamento preliminar QLT (“Quantitative 

Trait Loci”) feito por Santos et al. (2019) para detectar genótipos resistentes ao CABMV 

(“cowpea aphid-borne mosaic vírus”), além de seleções com fins ornamentais (Sousa et al., 

2015). 

Populações naturais de Passiflora já foram caracterizadas com diferentes marcadores 

moleculares. Cerqueira-Silva et al. (2010) utilizou marcadores RAPD para analisar a 

diversidade genética de uma população natural de P. trintae. Pereira (2012), analisou 

populações naturais de P. setacea com marcadores ISSR (Pereira, 2012), enquanto nos estudos 

de Pereira et al. (2015) foram feitas análises de diversidade de populações naturais de P. setacea 

com marcadores SSR. 

Acessos de bancos de germoplasma de Passiflora também foram caracterizados. 

Crochemore et al. (2003) avaliou a diversidade genética de 70 acessos de 11 espécies do gênero 

com RAPD. Santos et al. (2011) analisaram 45 acessos de três variedades de Passiflora com 18 

iniciadores ISSR, enquanto Paiva et al. (2014) caracterizou a diversidade genética de acessos 

de Passiflora de BAGs com marcadores SSR. 
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As isoenzimas são marcadores moleculares e bioquímicos definidas como uma forma 

molecular de uma enzima e que apresenta funções idênticas, mas é formada por sequências de 

aminoácidos diferentes, bem como é produzida a partir de um gene distinto. A distinção entre 

as isoenzimas é feita através de gel de eletroforese e como elas possuem aminoácidos que geram 

cargas diferentes, a migração de cada isoenzima será distinta, sendo, portanto, separadas pela 

eletroforese e visualizadas em gel (Aguiar, 2012).  

RAPDs são fragmentos de DNA amplificados por PCR usando iniciadores sintéticos 

curtos (geralmente 10 pb) de sequência aleatória. Estes oligonucleotídeos servem como 

iniciadores diretos e reversos e são geralmente capazes de amplificar fragmentos de vários 

locais genômicos simultaneamente. Os fragmentos amplificados são separados por eletroforese 

em gel de agarose e posteriormente são utilizados corantes específicos para detectar 

polimorfismos, sendo eles definidos como a presença ou ausência de bandas de tamanhos 

particulares. Considera-se que estes polimorfismos se devem principalmente à variação nos 

locais de emparelhamento de iniciadores, mas eles também podem ser gerados por diferenças 

de comprimento na sequência amplificada entre esses locais (Lacerda et al., 2002). 

 

 
Figura 3: Linha do tempo indicando os estudos iniciais com os principais marcadores 

moleculares em Passiflora. Informações encontradas nos bancos de dados Web Of Science, 

Scopus, Scholar Google e Microsoft Academic com uso dos seguintes termos para busca: 

“Passiflora”, “AFLP”, “Isoenzyme”, “ISSR”, “RAPD”, “RFLP”, “RGA”, “SNP” e “SSR” 

(Adaptado de Cerqueira-Silva, 2014). 

 

RFLPs se baseiam na propriedade de enzimas de restrição que reconhecem uma 

sequência específica de bases de 4 a 8 oligonucleotídeos. Sequências com fragmentos iguais 

são cortadas e formam comprimentos iguais, que em gel de agarose podem ser juntos 
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observados, porém se ocorrer mutações os fragmentos podem ser separados no gel de agarose 

e observados através de mudanças no padrão de bandas (Ferreira, 1995). 

A técnica de AFLP utiliza enzimas de restrição que cortam a dupla fita de DNA com 

extremidades coesivas em diversos locais do genoma. Os fragmentos produzidos são ligados 

aos adaptadores às extremidades geradas pelas enzimas de restrição para que iniciadores 

complementares aos adaptadores iniciem à amplificação através da PCR. Após a amplificação 

os fragmentos são separados através da eletroforese em gel de poliacrilamida para serem 

observados os polimorfismos (Lanza et al., 2000). 

Microssatélites (SSR) são sequências de DNA curtas e não-codificantes frequentemente 

repetidas no genoma de um organismo. Uma sequência consiste de dois a quatro nucleotídeos 

que se repetem de 10 a 100 vezes, geralmente muitas repetições concentram-se no mesmo locus. 

Os SSR são a forma mais comum de DNA repetitivo e são utilizados para análise genética, 

visto que o número de repetições difere entre indivíduos e essa característica pode ser detectada 

no DNA (Mccouch et al., 1997). 

As regiões análogas à genes de resistência (RGA) são marcadores moleculares 

derivados de genes de resistência conhecidos. Para marcar as regiões associadas à resistência, 

são criados iniciadores degenerados que amplificam essas regiões através da técnica de PCR 

(Leister et al., 1996; Kanazin et al., 1996; Yu et al., 1996). 

Os marcadores ISSR consistem em pequenos intervalos genômicos, entre 100 e 3000 pb 

que estão entre regiões microssatélites. Esses marcadores são amplificados com um único 

iniciador através da PCR e emparelhados juntamente com os nucleotídeos arbitrários não-

repetidos adjacentes (Meyer, 1993). Após a amplificação os fragmentos são analisados através 

da PCR em gel de agarose para análise da presença ou ausência de bandas polimórficas 

(Lorenzoni et al., 2014). 

A tecnologia DArT é um tipo de marcador molecular baseado na hibridização de 

microarranjos que detecta polimorfismos genéticos por meio de intensidades de sinais gerados 

pela ligação de adaptadores específicos com seus iniciadores complementares aos fragmentos 

gerados pela digestão do DNA genômico com enzimas de restrição (Kilian et al., 2012). A 

diferença entre o DArT e outros marcadores é que ele utiliza uma biblioteca genômica chamada 

de representação da espécie, que é utilizada como sonda nos microarranjos para análises de 

polimorfismos (Turchetto-Zolet et al., 2017). 

Os marcadores SNPs são polimorfismos em apenas um único nucleotídeo, amplamente 

distribuídos no genoma, inclusive em regiões codificadoras e apresentam característica 
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codominante. Eles são baseados no alinhamento de sequências produzidas pelo 

sequenciamento, principalmente o de nova geração (Caetano, 2009). 

 

1.5 Melhoramento Genético 

  

Diversos híbridos interespecíficos artificiais do gênero Passiflora foram confirmados 

através de marcadores RAPD (Junqueira, 2008). Nesse gênero, os híbridos BRS Estrela do 

Cerrado e BRS Rubiflora, obtidos em programas de melhoramento, se tornaram uma alternativa 

para o mercado de plantas ornamentais (Faleiro et al., 2007a, Faleiro et. al. 2007b). O BRS 

Roseflora é um híbrido utilizado em paisagismo, que foi obtido através de cruzamento entre P. 

coccinea Aubl., de flores vermelhas, com P. setacea DC., de flores brancas, com posterior 

retrocuzamento com P. setacea (Junqueira, 2007). 

A cultivar BRS Pérola do Cerrado é uma variedade resultante de policruzamentos de P. 

setacea de origens diferentes com o intuito de aumentar a produtividade, resistir às doenças e 

aumentar o tamanho dos frutos (EMBRAPA CERRADOS, 2013).  

A BRS Sertão Forte é uma cultivar frutífera resultante do melhoramento genético de P. 

cincinnata com tolerância ao estresse hídrico e com níveis de resistência ao fusarium sp. 

semelhantes ao do maracujazeiro-azedo (Araújo et al., 2019). 

O maracujazeiro doce (P. alata) também foi alvo de melhoramento, produzindo em 

2017 a cultivar BRS Mel do Cerrado (EMBRAPA, 2017). Essa cultivar pode ser destinada ao 

mercado de frutas, por possuir um sabor doce, como também ao mercado ornamental por 

possuir uma cor vermelho arroxeada, além de ter uma significante resistência à virose e à 

bacteriose (EMBRAPA, 2017). 

A BRS Céu do Cerrado é uma cultivar ornamental híbrida entre P. incarnata x P. edulis 

que possui flores azuladas com diâmetro de aproximadamente 7 cm e quando irrigadas possuem 

floração na maior parte do ano. Outra cultivar ornamental é a BRS Rósea Púrpura, um híbrido 

entre P. incarnata x (P. quadrifaria x P. setacea) que possui flores rosas com diâmetro de 

aproximadamente 8 cm e níveis de resistência às doenças maiores do que outras cultivares do 

mercado (Faleiro et al., 2014; EMBRAPA, 2016). 

Em 2008 a Embrapa Cerrados lançou o híbrido BRS Sol do Cerrado, obtido por 

hibridação interespecífica de P. edulis para manter o interesse comercial e frutífero do 

maracujazeiro azedo, porém mais produtivo e resistente às doenças (Cohen, 2008). Outra 

cultivar fruto de programas de melhoramento através de retrocuzamentos entre P. edulis é a 
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BRS Rubi do Cerrado que possui à resistência às bacterioses e viroses, além de maior 

produtividade em relação às demais cultivares (Faleiro et al., 2014). 

 

1.6 Conservação  

 

Há diversas estratégias para manter a diversidade das espécies, como a conservação in 

situ e a conservação ex situ. Na primeira destas estratégias as espécies são preservadas em seu 

ambiente natural para que a população se adapte ao continuar o seu processo de evolução 

natural. Na segunda, são coletadas amostragens representativas de espécies nativas e enviadas 

para um banco de germoplasma onde será mantida a diversidade (Ribeiro et al., 2016). Na 

conservação ex situ as coleções podem ser de diversas modalidades, como a coleção ativa, 

coleção de base, coleção de trabalho, coleção nuclear, coleção in vivo, coleção genômica e 

criopreservação (Lopes et al., 2011). 

Os marcadores moleculares possuem várias aplicações nos programas de conservação, 

contribuindo para medir o tamanho efetivo da população (Viegas, 2011), o fluxo gênico via 

pólen ou semente (Martins, 2005), além de contribuições das linhagens parentais (Gutiérrez-

Guerrero, 2020) 

A conservação de Passiflora é realizada principalmente por meio de programas de 

conservação ex situ em instituições de pesquisa como a Embrapa Mandioca e Fruticultura, 

Embrapa Cerrados e Embrapa Semiárido. Esse método se deve ao uso da conservação e 

manutenção das espécies para potencial uso no melhoramento genético, conservando os acessos 

de interesse, como os resistentes às doenças (Faleiro et al., 2020). 

As espécies representativas dos locais que contém populações naturais do gênero 

Passiflora são cultivadas e, por meio dos marcadores moleculares, são estimadas e analisadas 

a diversidade genética, estrutura populacional, identidade, clones e sistemas de acasalamento 

(Ocampo et al.; 2017). Além disso, os genes podem ser mapeados, identificados e 

caracterizados (Cerqueira-Silva, 2014a; Faleiro 2007). 

Em síntese, os programas de conservação da biodiversidade de plantas visam manter a 

riqueza dos recursos naturais frente às mudanças climáticas, processos evolutivos e alterações 

ambientais antropogênicas (Martins et al., 2017), devendo, portanto, serem entendidos como 

ações de longo prazo, essenciais para superarmos os desafios e mudanças, tanto ambientais 

quanto socioeconômicas. 
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MATERIAL E MÉTODOS 

  

Coleta e conservação das amostras de populações naturais 

  

Amostras foliares jovens e saudáveis de 149 indivíduos de Passiflora setacea DC. foram 

coletadas a partir de expedições de coleta às populações naturais nos municípios de Caculé 

(CC), Caetité (CT), Candido Sales (CS), Divisa Alegre (DA), Encruzilhada (EM) e Vitória da 

Conquista (VC) conforme informado na tabela 1 e na figura 4. 

 

 

Figura 4. Mapa os pontos de coleta de P. setacea em populações naturais de 

Vitoria da Conquista (VC), Candido Sales (CS), Divisa Alegre (DA), Caculé 

(CC), Caetité (CT) e Encruzilhada (EN). 

 

Tabela 1. Pontos de coleta das populações de P. setacea e suas respectivas coordenadas 

geográficas. 

Código Cidade Quantidade Coordenadas Exsicata 

  Latitude (S) Longitude (W) 

CC Caculé 28 14° 29' 00.4 42° 15' 39.8" UESB-9168 

CT Caetité 22 14°06'14.5" 42°35'14.9" UESB-9167 

CS Candido Sales 28 15° 26' 15.3" 41° 13' 22.1" UESB-9164 

DA Divisa Alegre 28 15° 40' 47.2'' 41° 19' 18.5'' UESB-9166 

EN Encruzilhada 13 15° 31' 40.9'' 40° 59' 04.0'' UESB-9165 

VC Vitória da Conquista 30 14° 50' 58.3'' 40° 50' 16.8'' UESB-9163 

 

Após as amostras serem devidamente identificadas e acondicionadas em caixas térmicas 

de isopor com gelo, elas foram encaminhadas ao Laboratório de Genética Molecular Aplicada 
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(LGMA) da UESB (campus Itapetinga), onde as extrações de DNA foram realizadas seguindo 

o protocolo adaptado de Doyle e Doyle (1987).  

Nessa etapa, o material foliar de cada indivíduo foi macerado em 1 mL de tampão de 

extração pré-aquecido a 65 ºC (100 mM Tris-Hcl em pH 8,0; 1,4 M NaCl; 20 mM EDTA; 2% 

(p/v) CTAB, 1% (p/v) PVP 40.000). O material foi homogeneizado e mantido em banho-maria 

a 65 °C por 30 min com inversão dos microtubos a cada 10 min. Após a retirada dos microtubos 

do banho-maria, acrescentou-se 1 mL de clorofórmio e álcool isoamílico (24:1) em cada tubo 

e homogeneizou-se por inversão. As amostras foram centrifugadas em microcentrífuga por 10 

min (15000 rotações por minuto e 4 °C).  O sobrenadante foi transferido para outro microtubo 

no qual foi adicionado 650 µL de clorofórmio álcool isoamílico (24:1). Na sequência, as 

amostras foram homogeneizadas e novamente centrifugadas.  

O volume de 500 µL de sobrenadante foi transferido para novos tubos e acrescentou-se 

600 µL de isopropanol gelado, invertendo-se os tubos, os quais foram mantidos por 20 minutos 

à -20 °C. O DNA precipitado foi novamente centrifugado. O sobrenadante foi descartado e, em 

seguida, adicionou-se 1 mL de etanol 70% como solução de lavagem. O material foi novamente 

centrifugado e todo o líquido descartado. O procedimento foi repetido com 1 mL de etanol a 

95%, após lavagem, os pellets foram secos durante overnight à temperatura ambiente. Após a 

secagem o DNA foi ressuspendido em 60 µl de solução TE (1% p/v Tris-HCl 1 M 8,0 com 

0,2% p/v de EDTA 0,5 M pH 8,0).  O DNA obtido foi armazenado em freezer -20 °C. 

A concentração e a qualidade das amostras de DNA foram estimadas por meio da técnica 

de eletroforese em gel de agarose 1% (m/v) por 1h a 90 V, e visualizadas em transiluminador 

UV (L-PIX EX) e fotodocumentado por meio de câmera digital Kodak®. Para estimar a 

concentração de DNA (ng/uL) foi adotado como padrão o marcador de peso molecular Lambda 

(DNA Lambda não digerido) (Invitrogen®), conforme descrito pelo fabricante). O teor de 

pureza e a quantidade de material genômico foram obtidos por meio da razão das absorbâncias 

A260/A230 e A260/A280, respectivamente, e diluídos a 2%. 

Junto às amostras das populações naturais, foram acrescentados cinco exemplares da 

espécie provenientes do banco ativo de germoplasma – BAG Flor da Paixão do Centro de 

Pesquisa Agropecuária do Cerrado – CPAC (CPAC MJ-12-04, CPAC MJ-12-06 e BRS Pérola 

do Cerrado) e quatro exemplares de três acessos do BAG da Embrapa Mandioca e Fruticultura 

– MFT (BRS PC, BGP434 e BGP 237) (Anexo 1). 

 

Coleta e conservação das amostras de Bancos Ativos de Germoplasma (BAGs) 
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Foram utilizadas amostras de DNA de nove acessos de P. setacea depositadas no banco 

de DNA genômico do LGMA provenientes dos Bancos Ativos de Germoplasma do Centro de 

Pesquisa Agropecuária do Cerrados (CPAC) - Embrapa Cerrados, em Brasília - DF e Embrapa 

Mandioca e Fruticultura (MFT), em Cruz das Almas (Anexo 1). 

 

Ensaios de amplificação do DNA com uso de ISSR 

  

A reação em cadeia de polimerase (PCR) foi realizada em termocliclador Veriti 96 Well 

Thermal Cycler (Applied Biosystems®). Foram utilizados 12 iniciadores ISSR (tabela 2), 

conforme descritos por Costa (2018). A reação com ISSR foi preparada com 4 μL de DNA a 2 

ng, 1,7 μL de tampão para PCR 10X (20 mM Tris-HCl [pH 8,4] e 50 mM de KCl), 1,0 μL de 

MgCl2, 1,0 μL de dNTP mix 2,5 mM, 0,11 de Taq DNA polimerase (LGC biotecnologia), 7,19 

μL de água Milli-Q e 1,0 μL de iniciador, totalizando 16 µL de volume final. Para a reação de 

amplificação foi utilizado o programa de amplificação iniciado com desnaturação inicial a 94 

°C por 5 min; seguido de 34 ciclos (94 °C por 50 s; 48 °C por 60 s; 72 °C por 60 s) e uma 

extensão final a 72 °C de 5 min. 

 

Tabela 2. Descrição dos 12 iniciadores ISSR utilizados para caracterização de 

indivíduos coletados em populações naturais de P. setacea localizadas em 

Caetité, Caculé, Candido Sales, Divisa Alegre, Encruzilhada, Vitoria da 

Conquista e nove acessos coletados dos Bancos Ativos de Germoplasma. 

Código Sequência 

DiGA3`T 5`- GAG AGA GAG AGA GAG AT- 3` 

DiCA3´G 5´- CAC ACA CAC ACA CAC AG- 3´ 

DiCA3`RG 5´- CAC ACA CAC ACA CAC ARG- 3´ 

DiCA3`YG 5´- CAC ACA CAC ACA CAC AYG-3` 

TriCAC3`YC 5`- CAC CAC CAC CAC CAC YC-3` 

TriCAC5`CY 5`- CAC CAC CAC CAC CAC CY-3` 

TriGTG3`YC 5`- GTG GTG GTG GTG GTG YC-3` 

TriACG3`RC 5`- ACG ACG ACG ACG ACG RC-3` 

TriCGA3`RC 5`- CGA CGA CGA CGA CGA RC-3` 

TriGAC3`RC 5`- GAC GAC GAC GAC GAC RC-3` 

TriGCA3`RC 5`- GCA GCA GCA GCA GCA RC-3` 

TriGCC3`RC 5`- GCC GCC GCC GCC GCC RC-3` 

I= A/T/G/C; D= A/G/T; E=C/G; R= A/G; Y= C/T 
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Alíquotas (6μL) dos produtos de amplificação coradas com Azul de bromofenol e 

GelRed® (Biotium) foram submetidas em sistema de eletroforese horizontal com gel de agarose 

a 2% (m/v), por 2 horas a 120V, e visualizadas em sistema de fotodocumentação L-PIX EX. 

Como padrão de marcas geradas foi utilizado o marcador de peso molecular 1KB plus DNA 

Ladder (Invitrogen®).  

 

Genotipagem molecular e estimativa da estrutura e diversidade genética  

 

Os dados foram visualizados e analisados através da genotipagem nos géis e foram 

anotados no Excel® em matriz binária de presença (1) e ausência (0) de bandas. Obtida a matriz 

binária, prosseguiram-se com as análises genético-moleculares para calcular a média de 

marcadores por iniciador, a porcentagem de polimorfismo por iniciador, o quantitativo de 

marcas. 

Com o auxílio do programa GenALEX v.6.5 (Smouse e Peakall, 2012) foram realizadas 

e estimadas as análises da variância molecular (AMOVA), distância e identidade de Nei (1978), 

Índice de Shannon (I), diversidade de gene de Nei (h), número de loci polimórficos (NLP), 

porcentagem de loci polimórficos (PLP), número de loci exclusivos (NLE) e análise de 

coordenadas principais (PCoA). 

O agrupamento de unweighted neighbor joining (UNJ) foi gerado com a utilização do 

coeficiente de dissimilaridade de Jaccard através do programa DARwin Software Versão 6 

(Perrier e Jacquemound, 2006), usando 1000 bootstraps 

A estimativa de estrutura e composição de pool gênicos foram realizados utilizando o 

Structure (modelo de mistura, assumindo correlação e fluxo de alelos, sem definições a priori 

para origem dos genótipos). Foram avaliadas de uma a 10 possíveis populações e para cada 

estimativa realizada 10 repetições. Para cada repetição foi realizado um período de burning de 

100000 e posteriormente um total de 100000 passos na cadeia de Marcov (período de MCMC). 

A estimativa do número de pools gênicos que melhor representam a distribuição da diversidade 

foi realizada com uso da ferramenta online Structure Harvester (Earl e VonHoldt, 2012). 

 

RESULTADOS 

 

Considerando os 149 indivíduos de P. setacea coletados nas seis populações naturais e 

os nove acessos coletados nos bancos de germoplasma, as amplificações geraram um total de 
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186 marcas, todas polimórficas, com média de 15,5 marcas por iniciador ISSR. Os iniciadores 

DiCA3´RG, TriCAC3`YC e TriCAC5`CY geraram o maior número de marcas (19), enquanto 

o iniciador TriGCC3`RC gerou o menor número de marcas (11), conforme descrito na tabela 3. 

 

Tabela 3. Polimorfismo obtido através de 12 iniciadores ISSR na caracterização 

de 149 indivíduos coletados em populações naturais de P. setacea localizadas em 

Caetité, Caculé, Candido Sales, Divisa Alegre, Encruzilhada, Vitoria da Conquista 

e nove acessos coletados dos Bancos Ativos de Germoplasma. 

Iniciador Total de marcadores 

DiGA3`T 14 

DiCA3´G 16 

DiCA3`RG 19 

DiCA3`YG 16 

TriCAC3`YC 19 

TriCAC5`CY 19 

TriGTG3`YC 13 

TriACG3`RC 12 

TriCGA3`RC 16 

TriGAC3`RC 18 

TriGCA3`RC 13 

TriGCC3`RC 11 

Média 15,5 

Total 186 

 

 Os resultados da análise de variância molecular (AMOVA) indicaram que a maior 

variação está presente dentro de populações (71%) do que entre populações (29%) (Tabela 4). 

 

Tabela 4. Análise da variância molecular (AMOVA) para os 149 indivíduos de 

populações naturais P. setacea localizados em Caetité, Caculé, Candido Sales, 

Divisa Alegre, Encruzilhada, Vitoria da Conquista e nove acessos coletados de 

Bancos Ativos de Germoplasma. gl = grau de liberdade; sq = soma dos quadrados; 

MS = quadrado médio; cv = variância estimada. 

Fonte da variação gl sq MS cv % P-valor 

Entre populações 6 1283.282 213.880 8.719 29% <0.001 

Dentro de populações 151 3160.851 20.933 20.933 71% <0.001 

Total 157 4444.133  29.652 100%  

 

 Em relação às populações naturais, VC e CS apresentaram, respectivamente, os maiores 

e menores valores baseados tanto no Índice de Diversidade Genética de Nei (h = 0.279 e h = 

0.182) quanto no Índice de diversidade de Shannon (I = 0.412 e I = 0.278), enquanto os acessos 

dos bancos ativos de germoplasma apresentaram esses mesmos índices, respectivamente (h = 

0.156 e I = 0.232), conforme a tabela 5. 
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O número de loci polimórficos entre as populações naturais variou de 97 (CT) a 138 

(VC) e obteve valor de 88 nos BAGs, com média total de 111.86. O número de loci exclusivos 

(NLE) variou de 3 (CT, EN e BAGs) até 7 (DA), com média 4 loci exclusivos por grupo 

estudado. A porcentagem de loci polimórficos (PLP) variou de 52.15% (CT) a 74.19% (VC) 

nas populações naturais e obteve valor de 43.01% nos acessos, com média de 59.29%0, como 

informado na tabela 5. 

 

Tabela 5. Diversidade genética de seis populações naturais e de 

acessos de Bancos Ativos de Germoplasma (BAGs) de P. Setacea 

baseado nos dados ISSR.  

  N I h NLP NLE PLP 

VC 30 0.412 0.279 138 5 74.19 

CS 28 0.278 0.182 107 3 57.53 

DA 28 0.338 0.224 125 7 67.2 

CC 28 0.33 0.22 121 4 65.05 

CT 22 0.28 0.188 97 3 52.15 

EN 13 0.294 0.196 107 3 55.91 

BAGs 9 0.232 0.156 88 3 43.01 

Média - 0.309 0.206 111.86 4 59.29 
N = número de indivíduos; I = Índice de Shannon; h = diversidade genética de Nei 

(1972); NLP = número de loci polimórficos, NLE = número de loci exclusivos, PLP 

(%) = porcentagem de loci polimórficos. *Vitoria da Conquista (VC), Candido Sales 

(CS), Divisa Alegre (DA), Caculé (CC), Caetité (CT), Encruzilhada (EN). 

 

O maior valor de dissimilaridade genética (0.175), conforme a similaridade genética de 

Nei (1978), foram VC e CT.  As populações naturais com maior dissimilaridade genética em 

relação aos bancos ativos de germoplasma foram CC e EN, ambas com 0.229. O menor valor 

de dissimilaridade (0.078) entre as populações naturais foi encontrado entre CC e CS, enquanto 

o menor valor de dissimilaridade com o banco ativo de germoplasma (0.159) foi encontrado na 

população de VC, conforme a tabela 6. 

A maior similaridade genética de Nei (1978 ) nas populações naturais foi entre DA e 

CS, com valor de 0.921. A população natural mais similar aos bancos ativos de germoplasma 

foi VC, com valor de 0.853. A menor similaridade nas populações naturais (0.839) foi 

encontrada entre CT e VC, enquanto as populações naturais com menor similaridade genética 

de Nei (1978) em relação aos bancos ativos de germoplasma foram CC e EN, ambas com valor 

de 0.795, conforme a tabela 6. 
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Tabela 6. Distância e Identidade genética de Nei (1978) entre seis populações naturais e 

acessos de Bancos Ativos de Germoplasma (BAGs) de Passiflora Setacea baseado nos dados 

ISSR. 

Distância 

 

Identidade  

VC CS DA CC CT EN BAGs 

 

VC  0.161 0.164 0.170 0.175 0.169 0.159 

CS 0.852  0.082 0.078 0.137 0.141 0.192 

DA 0.849 0.921  0.089 0.119 0.154 0.195 

CC 0.844 0.925 0.915  0.117 0.148 0.229 

CT 0.839 0.872 0.887 0.889  0.146 0.207 

EN 0.844 0.869 0.857 0.862 0.864  0.229 

BAGs 0.853 0.825 0.823 0.795 0.813 0.795  

*Vitoria da Conquista (VC), Candido Sales (CS), Divisa Alegre (DA), Caculé (CC), Caetité (CT), Encruzilhada 

(EN). 

 

A análise de coordenadas principais (PcoA) baseada nas distâncias genéticas de 

indivíduos das seis populações naturais estudadas e do banco de germoplasma representou 

espacialmente a diferenciação entre os indivíduos e acessos (Figura 5a), com eixos 

representando 9,92% e 20,79% da variação total. As populações naturais e os bancos de 

germoplasma podem ser visivelmente distinguidos na figura 5a. A coordenada 1 separou os 

indivíduos da população natural de VC das demais populações naturais, enquanto a coordenada 

2 separou a maioria dos indivíduos das populações naturais de CS, DA e CC da maioria dos 

indivíduos das populações naturais de CT, EN e VC, bem como de todos os acessos do BAGs. 

No primeiro quadrante estão presentes todas as populações naturais e os bancos ativos de 

germoplasma. No segundo quadrante estão presentes as populações naturais de VC, CT e EN, 

bem como os acessos dos BAGs. No terceiro quadrante estão presentes as populações naturais 

de VC, CS, DA e CT. No quarto quadrante estão presentes as populações naturais de CS, DA e 

CC. A figura 5b mostra as populações agrupadas por população, com eixos representando entre 

19,91% e 35,50% da variação total. As populações de DA, CS e CC aparecem no segundo 

quadrante, as populações de de CT e EN aparecem no terceiro quadrante, e as populações de 

VC e os acessos do BAGs aparecem, respectivamente, no quarto e no primeiro quadrante. Na 

figura 5b, as cores vermelha e verde representam os pontos das populações de acordo a 

estruturação genética através da análise Bayesiana, com número ótimo igual a 2. Os dois grupos 

estruturais estão mais facilmente visiveis nas populações de VC, EN e nos acessos dos BAGs. 
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Figura 5: Análise de coordenadas principais (PCoA) do agrupamento de amostras individuais 

(a) e agrupadas (b) das populações naturais de P. setacea coletadas em seis populações naturais 

e de acessos de Bancos Ativos de Germoplasma (BAGs) baseado nos dados ISSR. *Vitoria da 

Conquista (VC), Candido Sales (CS), Divisa Alegre (DA), Caculé (CC), Caetité (CT), Encruzilhada (EN) 

 

A análise da estrutura genética das seis populações naturais coletadas e dos acessos dos 

bancos ativos de germoplasma usando marcadores ISSR foi demonstrada pelo histograma 

(Figura 6c) produzido pelo Structure utilizando a maior probabilidade encontrada (K = 2) 

estimada pelo Structure Harverster (Figura 6a). Os resultados foram obtidos sem informações 

prévias sobre a origem geográfica das amostras coletadas. O maior nível de mistura foi 

encontrado em VC, enquanto o menor nível de mistura foi encontrado em CS e CC. 

A árvore do agrupamento de “Unweighted Neighbor Joining” (UNJ), gerada pela 
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coeficiente de dissimilaridade de Jaccard através do software DARwin 6, mostrou a presença 

de dois principais agrupamentos (Figura  6b). O agrupamento superior é subdividido em seis 

subagrupamentos enquanto o agrupamento inferior é subdividido em três subagrupamentos. As 

populações naturais e os acessos podem ser visivelmente distinguidos em subagrupamentos 

diferentes. A população natural de VC e os acessos dos BAGs estão presentes no agrupamento 

inferior enquanto as outras populações naturais podem ser encontradas no agrupamento 

superior. 

 

Vitoria da Conquista (VC), Candido Sales (CS), Divisa Alegre (DA), Caculé (CC), Caetité (CT), Encruzilhada (EN) 

Figura 6. Determinação do número ótimo de K (grupos genéticos) pelo método Bayesiano em 

amostras individuais de populações naturais coletadas em seis populações naturais e de acessos 
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de Bancos Ativos de Germoplasma (BAGs) de P. Setacea baseado nos dados ISSR, 

agrupamento de “unweighted neighbor joining” (UNJ) gerado com a utilização do coeficiente 

de dissimilaridade de Jaccard no programa DARwin 6 (b). Inferência Bayesiana da estrutura 

genética das seis populações de P. setacea e de acessos de Bancos Ativos de Germoplasma 

(BAGs), conforme a divisão em dois grupos genéticos (K). O ponto de intersecção entre o maior 

valor no eixo Y com o eixo X indica o número ótimo de K (a). 

 

DISCUSSÃO 

 

A diversidade genética em espécies de Passiflora setacea vem sendo estudada tanto em 

populações naturais quanto em acesso de bancos ativos de germoplasma, contudo devido à 

ampla distribuição geográfica e as características de fecundação e polinização, mais dados 

devem ser obtidos e avaliados visto que a espécie vem sendo objeto de estudos em programas 

de conservação e melhoramento (Cerqueira-Silva, 2014). 

Estudos de diversidade genética com marcadores moleculares em espécies silvestres de 

P. setacea já foram realizados por Pereira et al. (2015), com o uso de ISSR, e por Barbosa 

(2016), com o uso de SSR. O elevado número de marcas por iniciador (15.5) e o alto percentual 

de marcas polimórficas (100%) dos iniciadores ISSR utilizados nesses estudos demonstram que 

os marcadores utilizados foram eficientes e que há variabilidade genética entre os indivíduos 

de P. setacea coletados em populações naturais de Vitoria da Conquista (VC), Candido Sales 

(CS), Divisa Alegre (DA), Caculé (CC), Caetité (CT), Encruzilhada (EN) e em acessos de 

Bancos Ativos de Germoplasma (BAGs). 

Para além dos resultados já observados entre maracujazeiros, é importante considerar 

que resultados de análises de polimorfismos com marcadores ISSR podem variar conforme a 

espécie analisada. Níveis de polimorfismo em 100% também foram encontrados em populações 

naturais de uma espécie vegetal alógama autoincompatível, como a mangabeira (Hancornia 

speciosa), utilizando 15 iniciadores ISSR que geraram 172 fragmentos (Soares, 2019). No 

estudo realizado por Pereira (2015) com marcadores ISSR em populações naturais de P. 

setacea, foram encontrados níveis de polimorfismo de 99%, com média de 9.9 loci por 

iniciador. Maciel et al. (2019) avaliando P. alata CURTIS em localidades do estado do Espírito 

Santos, encontrou nível de polimorfismo médio de 94% com o uso de marcadores ISSR. 

 Neste estudo, a maior diversidade dentro de populações (71%) do que entre 

populações (21%) corrobora com os estudos realizados com a estrutura genética populacional 
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de espécies de plantas com sistema reprodutivo alógamo, pois elas possuem maior diversidade 

intrapopulacional do que as espécies de plantas autofecundadas (Loveless e Hamrick, 1984; 

Hamrick e Godt, 1996; Jimenez, 2002; Cavallari, 2004; Blambert et al. 2016).  

 Esses valores de diversidade dentro e entre populações a partir de marcadores ISSR 

foram distintos dos encontrados em P. setacea por Pereira et al. (2015) e Barbosa (2016), que 

encontraram, respectivamente, variação de 57% e 55% dentro de populações e variação de 43% 

e 45% entre populações. Essa diferença pode ser causada pelo fato de que as populações em 

comum com os estudos de Pereira et al. (2015) são as de Vitória da Conquista, Candido Sales 

e Caculé, enquanto as populações em comum com os estudos de Barbosa (2016) são as de 

Vitória da Conquista e Caetité. 

 Segundo Sun (1997), a baixa diversidade entre populações também pode ser causada 

pela colonização com poucos indivíduos ou de indivíduos semelhantes. Estudos com o gênero 

Passiflora também encontraram maior diversidade dentro de populações do que entre 

populações, como ocorreu com P. alata (Loss et al., 2006) e com P. setacea (Teixeira, 2017). 

O equilíbrio de fatores como mutação, seleção, deriva e fluxo gênico molda a diversidade 

genética (Loveless e Hamrick, 1984) e ele é mantido devido ao sistema de reprodução (Hamrick 

e Godt, 1996) e por fatores bióticos e abióticos (Bohonak, 1999). 

 Pereira et al. (2015) e Barbosa (2016), estudando populações naturais de P. setacea, 

também encontraram valores menores de variação entre populações (43% e 45%) do que dentro 

de populações (57% e 55%), respectivamente. Isso pode indicar que as populações analisadas 

neste estudo podem ter sido colonizadas com menos indivíduos do que as populações desses 

outros estudos com P. setacea. 

 O índice de diversidade genética de Nei  (h = 0.206) foi próximo ao valor de (h = 

0.21) encontrado por Pereira et al. (2015). O índice de diversidade de Shannon (I = 0.309) de 

P. setacea foi menor do que o encontrado por Barbosa, 2016 (I = 0.493) e Pereira et al. (2015) 

(I = 0.51). A queda na diversidade pode ter sido causada pelo avanço do extrativismo sem 

estratégias de conservação das regiões onde se encontram as populações naturais. 

 Na população de Candido Sales os menores valores de Nei (1978) e de Shannon (h = 

0.18 e I = 0.278), respectivamente, podem ser explicados devido às amostras coletadas serem 

provenientes de áreas localizadas nas bordas da rodovia BR-116, isto é, áreas antropomizadas 

com significativa circulação de veículos motores de grande porte. Os valores de diversidade 

observados por Pereira et al. (2015) em Candido Sales (h = 0.18 e I = 0.27) também foram 

semelhante à este estudo. 
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 O percentual de loci polimórficos médio (59.29%) nas amostras corrobora com os 

estudos de Pereira et al. (2015) em P. setacea, que utilizou marcadores ISSR e encontrou 

resultado porcentagem de loci polimórficos médio igual a 59%. Outros estudos, como o de 

Barbosa (2016), utilizando marcadores SSR, o percentual médio de loci polimórficos 

encontrado foi de 66,67. 

 A população natural que apresentou maior número de loci exclusivos foi a de DA (7), 

seguida de VC (5). Esse resultado sugere que essas populações não enfrentaram gargalos tão 

recentes quanto as outras populações estudadas, que podem ter sido estabilizadas após 

enfrentarem mais recentemente as pressões ambientais ou um evento fundador (Stathi et al., 

2020).  

 A maior distância genética (0.175) foi encontrada entre as populações naturais de 

Vitória da Conquista e Caetité. A dissimilaridade encontrada entre as duas populações naturais 

pode ser explicada pelas diferentes características ambientais, visto que as duas cidades 

apresentam características ambientais diferentes, a exemplo dos índices pluviométricos (Bahia, 

2003). 

 A partir da análise de coordenadas principais (PCoA) foi possivel demonstrar os 

diferentes agrupamentos populacionais (Figura 5). Ela revelou que os indivíduos das 

populações naturais estão predominantemente mais distantes dos nove acessos dos BAGs, o 

que pode indicar diversidade genética e novos perfis genéticos nas populações naturais. Esse 

resultado pode estar relacionado com a adaptabilidade das populações, uma vez que elas sofrem 

mais pressões ambientais do que os acessos dos bancos ativos de germoplasma que são 

cultivados com vistas a manter a conservação do recurso genético. 

Através da estimativa de Delta K (Figura 6a) foi observado que as populações de P. 

setacea possuem apenas dois pools gênicos (Figura 6c), sendo assim é possível inferir que a 

estrutura genética mais provável separa todos os genótipos em dois grupos, corroborando com 

o estudos de  Barbosa (2016) que também encontrou dois pools gênicos, mas com marcadores 

SSR, como mais prováveis em populações naturais de P. setacea em alguns municípios da 

Bahia, inclusive no que tange que a estrutura da população de Vitória da Conquista é 

predominantemente de um pool gênico distinto da população natural de Caetité. Além disso, o 

histograma da estrutura genética considerando K = 2 confirma a existência de indivíduos que 

compartilham relação com ambos os grupos (mistura), bem como indivíduos isolados dentro 

de cada um dos grupos. 

O agrupamento de “Unweighted Neighbor Joining” (UNJ) usando o coeficiente de 
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dissimilaridade de Jaccard (Figura 6b) corrobora com o número de grupos (K = 2) (Figura 6a) 

e com a estrutura genética demonstrada (6c) pelo método Bayesiano. 

A variabilidade genética na P. setacea pode ser influenciada pelas características de 

polinização. Segundo Rangel Junior (2018) as flores de P. setacea são abertas durante a noite e 

possuem o seu fechamento próximo das 6 horas da manhã. Esse hábito noturno da espécie, bem 

como a presença de flores brancas, posição unidirecional das anteras do androceu e a liberação 

de fortes odores noturnos facilitam a polinização predominantemente por morcegos, o que a 

caracteriza como uma planta com flores quirópteras (Rocha et al., 2015). Além disso, a 

polinização da espécie também pode ocorrer através de insetos e mariposas (Teixeira, 2017). 

Esse sistema de polinização também pode ser responsável pelo fluxo gênico dentro de uma 

população (Handel, 1983). 

Falcão et al. (2005) sugere que o planalto de Vitória da Conquista apresenta uma alta 

diversidade de morcegos distribuídos em pequenas populações naturais dentro de fragmentos, 

enquanto os resultados encontrados por Soares et al. (2018) encontraram uma quantidade menor 

de morcegos do que as observadas em outras regiões da Caatinga.  

Os resultados encontrados sobre a estrutura genética e variabilidade da espécie em 

populações naturais e bancos ativos de germoplasma são fundamentais para a conservação, 

produção e pré-melhoramento de um genótipo da espécie. A identificação de genótipos mais 

divergentes ou mais semelhantes em regiões naturais conservadas, bem como em regiões mais 

antropizadas com características climáticas e ambientais distintas permite selecionar genótipos 

mais adequados ao interesse da pesquisa. Além disso, a depender do objetivo da pesquisa, 

podem ser selecionados tanto genótipos mais divergentes quanto genótipos mais semelhantes. 

Contudo, as informações geradas com a presente pesquisa permitem inferir a existência de 

possíveis processos evolutivos em andamento com a espécie (Linhart, 2000).  

 

CONCLUSÃO 

 

As seis populações naturais e os nove acessos dos bancos ativos de germoplasma 

apresentaram diversidade genética e estruturação populacional. A maior parte da diversidade 

está presente dentro de populações. Além disso, houve dissimilaridade genética entre os grupos 

estudados. Essa diversidade encontrada pode estar tanto associada às particularidades de cada 

uma das regiões onde foram coletadas as amostras de P. setacea quanto pelas caraterísticas 

intrínsecas da espécie. As populações naturais de Caculé e Encruzilhada apresentaram maior 
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divergência genética dos acessos dos Bancos de Germoplasma, portanto acessos dessas duas 

populações naturais podem agregar maior valor a riqueza de diversidade dos bancos ativos de 

germoplasma.  
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ANEXOS 

 

Anexo 1: Descrição e identificação de cada acesso utilizado no estudo depositado no 

Laboratório de Genética Molecular Aplicada (LGMA) da UESB (campus Itapetinga), com 

respectivo código do acesso no BAG, BAG de origem e origem de coleta do acesso. 

nº Acesso Código BAG Origem 

1 P setacea DC. CPAC MJ-12-04  

EMBRAPA 

CERRADOS - 

"FLOR DA 

PAIXÃO" 

Redondo miúdo, 

BA 

2 P setacea DC. CPAC MJ-12-06 típico, flor branca 

3 P setacea DC. CPAC MJ-12-06 Manhuaçú, MG 

4 P setacea DC. CPAC MJ-12-04 mesclado, 

Tapiramutá, Ba 

5 BRS perola do cerrado BRS PC PMGP CPAC 

6 BRS perola do cerrado BRS PC PMGP CPAC 

7 P. setacea DC. BGP434 EMBRAPA 

MANDIOCA E 

FRUTICULTURA 

--- 

8 P. setacea DC. BGP237 --- 

9 P. setácea DC. BRS-Pérola do Cerrado EMBRAPA 

CERRADOS - 

"FLOR DA 

PAIXÃO" 

Brasília-DF 

 

 


