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RESUMO

O Brasil, com aproximadamente 150 espécies, € considerado um dos centros de diversidade do
género Passiflora, cujas espécies sdo popularmente conhecidas como maracujazeiro e
apresentam importancia diversificada, com destaque para o valor econdmico decorrente
principalmente da comercializacédo de frutos para consumo ou producéo de derivados. Apesar
da riqueza de espécies, da ampla distribui¢do geografica do género Passiflora no Brasil e do
pais se destacar como o maior produtor e consumidor de frutos de maracuja, inUmeros sao 0s
desafios para a conservacdo dessa biodiversidade, bem como para a expansao da passicultura.
Dentre os desafios enfrentados para conservacdo das espécies e expansao da passicultura estdo
a auséncia de informacdes relacionadas a diversidade genética, caracterizacGes ecogeograficas
e fitoquimicas de grande parte destes recursos naturais, incluida a significativa por¢do da
biodiversidade mantida em colecdes e bancos de germoplasma. Nesse contexto, a realizacao de
acOes de prospeccdo, caracterizacdo e uso consciente dos recursos naturais dos maracujazeiros,
sobretudo das espécies silvestres, sdo essenciais para 0s avangos nas estratégias de conservacao,
manejo e melhoramento genético. Diante do exposto, objetivou-se realizar caracterizacoes
genético moleculares, ecogeograficas e fitoquimicas em espécies de maracujazeiros silvestres.
Foi caracterizada a estrutura e diversidade genética de 213 acessos de P. cincinnata, sendo 158
acessos coletados em seis populacgdes naturais no estado da Bahia, Brasil (Anagé, Encruzilhada,
Malhada de Pedras, Caetité, Caculé e Ibiassucé) e 55 acessos provenientes dos bancos de
germoplasma das Embrapa Cerrados e Embrapa Mandioca e fruticultura. As estimativas
genéticas foram baseadas na andlise do perfil de amplificacdo de 12 primers ISSR. Para
caracterizacdo ecogeografica foram analisados os atributos fisico-quimico e granulométricos
do solo bem como as condicGes edafocliméaticas em 12 locais (Divisa Alegre, Encruzilhada,
Assentamento Primavera, Candido Sales, Vitdria da Conquista, Anagé, Serra dos Pombos,
Malhada de Pedra, Ibiassucé, Caculé, Urandi e Caetité) de ocorréncia natural de P. cincinnata
e P. setacea na mesorregido centro-sul baiano. Para as caracterizacBes fitoquimicas foram
analisados extratos das especies P. setacea e P. cincinnata. As populagdes/colecdes de P.
cincinnata apresentaram altos indices de polimorfismo, a metapopulacéo apresentou 25,3% de
marcadores/alelos privados. A metapopulacdo estd estruturada em pelo menos trés pool
génicos, enquanto os BAGs em dois pools génicos. A analise molecular de variancia (AMOVA)
indicou uma maior diversidade dentro das populagdes, com baixa diferenciacdo entre elas. A

caracterizacdo ecogeografica indicou que os locais com temperaturas medias de até 28°C,



altitude entre 670 e 860 m, pH 4,3-5,11, saturacdo por base <50 e H+Al entre 2-5, favorecem a
distribuicdo das duas espécies. Temperaturas altas de até 31°C, pH entre 5 e 6, saturagdo por
base > 50 e H+AI<I,5, favorecem P. cincinnata, enquanto os ambientes com temperaturas de
até 27°C, altitudes superiores a 900 m, pH médio de 4,5, saturacao por base média de 30 e H+AI
média de 3, favorece P. setacea. A capacidade antioxidante e os teores de compostos fenélicos
e flavonoides totais foi maior para a amostra de P. cincinnata da populacdo de Vitéria da

Conquista e demonstrou relacdo com os valores da atividade antioxidante encontrados.

Palavras-chave: conservagdo, compostos quimicos, ecogeografia, diversidade genética, ISSR,
Passiflora cincinnata, Passiflora setacea.



ABSTRACT

Brazil, with approximately 150 species, is considered one of the centers of diversity of the genus
Passiflora, whose species are popularly known as passion fruit and have diversified importance,
with an emphasis on the economic value arising mainly from the commercialization of fruits
for consumption or production of derivatives. Despite the richness of species, the wide
geographic distribution of the genus Passiflora in Brazil, and the country to stand out as the
largest producer and consumer of passion fruit, there are numerous challenges for the
conservation of this biodiversity, as well as for the expansion of the passiculture. Among the
challenges faced for species conservation and expansion of passiculture are the lack of
information related to genetic diversity and ecogeographic characterizations of a large part of
these natural resources, including the significant portion of biodiversity maintained in
germplasm collections and banks. In this context, carrying out prospection, characterization,
and conscious use of natural resources of passion fruit, especially wild species, are essential for
advances in conservation, management and genetic improvement strategies. Given the above,
the objective was to carry out genetic-molecular and ecogeographic characterizations in wild
passion fruit species. The genetic structure and diversity of 213 P. cincinnata accessions were
characterized, with 158 accessions collected from six natural populations in the state of Bahia,
Brazil (Anagé, Encruzilhada, Malhada de Pedras, Caetité, Caculé and Ibiassucé) and 55
accessions from the germplasm banks of Embrapa Cerrados and Embrapa Cassava and fruit
growing. Genetic estimates were based on the analysis of the amplification profile of 12 ISSR
primers. For ecogeographic characterization, soil physicochemical and granulometric attributes
were analyzed, as well as soil and climatic conditions in 12 locations (Divisa Alegre,
Encruzilhada, Primavera Settlement, Candido Sales, Vitéria da Conquista, Anagé, Serra dos
Pombos, Malhada de Pedra, Ibiassucé, Caculé, Urandi and Caetité) of naturally occurring P.
cincinnata and P. setacea in the central-southern mesoregion of Bahia. For phytochemical
characterizations, extracts of P. setacea and P. cincinnata species were analyzed. The
populations/collections of P. cincinnata showed high rates of polymorphism, the
metapopulation showed 25.3% of private markers/alleles. The metapopulation is structured in
at least three gene pools, while the BAGs are in two gene pools. Molecular analysis of variance
(AMOVA) indicated greater diversity within populations, with low differentiation between
them. Ecogeographic characterization indicated that places with mean temperatures of up to
28°C, altitude between 670 and 860 m, pH 4.3-5.11, base saturation <50 and H+Al between 2-



Vi

5, favors the distribution of the two species. High temperatures up to 31°C, pH between 5 and
6, base saturation > 50 and H+AI<1.5 favors P. cincinnata, while environments with
temperatures up to 27°C, altitudes above 900 m, mean pH of 4.5, mean base saturation of 30
and mean H+Al of 3, favors P. setacea. The antioxidant capacity and the total phenolic and
flavonoid contents were higher for the sample of P. cincinnata from the population of Vitoria

da Conquista and showed a correlation with the values of antioxidant activity found.

Keywords: conservation, chemical compounds, ecogeography, genetic diversity, ISSR,
Passiflora cincinnata, Passiflora setacea
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1. INTRODUCAO

Passiflora L. compreende as espécies conhecidas popularmente como maracujazeiros,
0 género congrega aproximadamente 520 espécies, sendo considerado 0 mais numeroso e com
relevancia econémica da familia Passifloraceae Juss. Ex Roussel, com distribuicéo
predominante nas regides tropicais e temperadas quentes, sendo a Coldombia e o Brasil,
congregando ao menos 170 e 150 espécies, respectivamente, considerados seus centros de
diversidade (BERNACCI et al., 2020; OCAMPO et al., 2010; MAC DOUGAL & FEUILLET
2004).

Os maracujazeiros apresentam uso diversificado, sendo reconhecidos por seus frutos
saborosos, propriedades farmacoldgicas e/ou uso ornamental. Apesar da riqueza de espécies e
dos usos atuais e potenciais, o valor econdémico associado ao género decorre principalmente da
comercializacdo de frutos comestiveis, com poucas espécies apresentando valor comercial
significativo (majoritariamente P. edulis Sims e P. alata Curtis) (FALEIRO et al., 2011;
BORGES et al., 2005). Estimativas indicam que mais de 90% da area destinada a passicultura
no Brasil, que é o maior consumidor e produtor mundial de maracuja, seja destinada para o
cultivo de P. edulis, embora existam pelo menos 80 espécies de maracujazeiros que sdo
produtoras de frutos comestiveis, potencialmente comercializaveis ou restritos a pequenas
feiras populares em regides especificas (YOCKTENG et al., 2011; FALEIRO et al., 2011;
MELETTI et al., 2005).

Dentre os maracujazeiros silvestres que produzem frutos comestiveis e que apresentam
potencial diversificado, destacam-se as espécies P. cincinnata Mast e P. setacea DC. Essas
espécies tém despertado o interesse em programas de melhoramento genético como fonte de
resisténcia a fatores de estresse bi6tico e abidtico (ARAUJO et al., 2020; BRAGA et al., 2016;
CERQUEIRA-SILVA et al., 2016). Além disso, apresentam composi¢do quimica rica em
compostos bioativos (LEAL et al., 2020; SANTANA et al., 2015).

Apesar do potencial econdmico reconhecido, a producdo dessas especies €
majoritariamente proveniente do extrativismo e de éareas cultivadas em escala
regional/doméstica (ARAUJO et al., 2020). Dentre os fatores que contribuem para o limitado
uso e conservacao destes recursos naturais estéo a escassez de estudos em diversas areas, cComo
as caracterizagOes genético moleculares e de compostos quimicos, bem como a identificacdo

dos fatores ecogeograficos que influenciam na distribuicdo dessas espécies, sobretudo das
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populagdes naturais. Os dados gerados por esses estudos podem contribuir para o
estabelecimento de estratégias adequadas para 0 Uso, manejo e conservacgao in situ e ex situ
dessas espécies, como a identificacdo de acessos a serem conservados em bancos e colecdes de
germoplasma e inseridos em programas de melhoramento genético, bem como a identificacdo
de regides prioritérias para conservacao in situ (PEREIRA et al., 2015a; WETZEL et al., 2011).

Apesar dos avangos alcancados nas Ultimas décadas em relagdo aos estudos genético-
moleculares do género Passiflora, os estudos com marcadores moleculares restringem-se a
menos de 15% das espécies do género, sendo a maioria direcionados para as espécies ou acessos
com interesse comercial (CERQUEIRA-SILVA et al.,, 2016; CERQUEIRA-SILVA et al.
2014a). Diante dessa realidade, pesquisas dedicadas a caracterizagdes genéticas populacionais,
envolvendo acessos presentes em ambientes naturais sao incipientes (MACIEL et al., 2019;
PEREIRA et al., 2015b; CERQUEIRA-SILVA et al., 2010).

Similar a escassez de estudos genéticos com aplicacdo de marcadores moleculares para
0 género Passiflora, sobretudo de espécies silvestres, as caracterizacbes ecogeograficas e
fitoquimicas sdo consideradas escassas. Diante do exposto, objetivou-se realizar
caracterizagdes genético-moleculares, ecogeograficas e fitoquimicas em espécies silvestres de

maracujazeiros.

Na busca dos objetivos tracados, o arquivo da tese esta organizado em trés capitulos que
correspondem a sessdo de desenvolvimento, sendo no capitulo 1 apresentado o referencial
tedrico contendo o estado da arte sobre o tema. No capitulo 2, é apresentado o artigo aceito para
publicacdo no periddico Chilean Journal of Agricultural Research, no qual sdo apresentados 0s
resultados obtidos a partir da anélise de marcadores ISSR (Inter Simple Sequence Repeat), para
caracterizacdo da diversidade e estrutura genética de acessos de P. cincinnata presentes em
populacgdes naturais no estado da Bahia e em Bancos de germoplasma. Por sua vez, no capitulo
3, periddico pretendido para submissdo a ser definido, sdo apresentados os resultados obtidos a
partir da caracterizacdo dos atributos fisico-quimicos e granulométricos bem como a
ecogeografia de P. cincinnata e P. setacea em 12 locais na Bahia. E no capitulo 4 sdo
apresentados os resultados relacionados a determinacgéo da capacidade antioxidante e teores de

fenolicos e flavonoides totais das espécies silvestres P. cincinnata e P. setacea.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Realizar caracterizacbes genético moleculares, ecogeograficas e fitoquimicas em espécies
silvestres de maracujazeiros e em acessos presentes em bancos de germoplasma com vistas a

subsidiar acdes de conservacao, manejo e uso destes recursos naturais.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

(i) Caracterizar a estrutura e diversidade genética de acessos de Passiflora cincinnata presentes
em populacdes naturais e em bancos de germoplasma com a aplicacdo de marcadores
moleculares ISSR;

(if) Caracterizar os atributos fisico-quimicos e granulométricos do solo bem como a
ecogeografia de Passiflora cincinnata e Passiflora setacea;

(iii) Avaliar a capacidade antioxidante e determinar o teor de fenolicos e flavonoides totais das

espécies silvestres Passiflora cincinnata e Passiflora setacea.



15

3. DESENVOLVIMENTO

3.1 CAPITULO 1

Caracteristicas gerais do género Passiflora L. (Passifloraceae)

Passifloraceae sensu lato, com cerca de 980 espécies e 29 géneros, pertence a ordem
Malpighiales e é composta por trés familias; Passifloraceae sensu stricto, Turneraceae
Kunth ex DC. e Malesherbiaceae D. Don (APG, 2016; CHRISTENHUSZ & BYNG, 2016). A
familia Passifloraceae s.s. Juss. ex Roussel é a mais representativa com cerca de 600 espécies e
17 géneros, distribuidos em duas tribos, Passiflorieae DC. e Paropsieae DC., com ocorréncia
predominante nas regides tropicais e subtropicais da América e em menor abundancia na Africa,
Asia e Australia (FEUILLET & MACDOUGAL, 2007; MACDOUGAL & FEUILLET, 2004).

No Brasil, a familia apresenta ampla distribuicdo geografica, todos pertencentes a tribo
Passiflorieae, compreendendo representantes de quatro géneros, Ancistrothyrsus Harms, com
duas espécies, Dilkea Mast., com quatro espécies, Mitostemma Mast. com duas espécies e
Passiflora L. que se destaca por congregar o maior numero de espécies no pais, com 157 das
quais 87 sdo endémicas, com distribuicdo em todas as regides brasileiras (Figura 01)
(BERNACCI et al., 2020; BERNACCI, 2003; BFG, 2015).

O género Passiflora, com aproximadamente 520 espécies, € 0 mais representativo da
familia, tanto em quantitativo de espécies quanto sob o aspecto econémico, sendo a maioria
delas (96%) encontradas nas Américas, das quais 30% sdo encontradas no Brasil e Coldmbia,
0 gue torna esses paises centros de diversidade do género. Estimativas indicam que apenas 20
espécies ocorrem na india, China, sudeste asiatico, Australia e ilhas da Oceania (ULMER &
MACDOUGAL, 2004; BERNACCI et al., 2003).
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Figura 01. Infogréafico ilustrando a distribuicdo geografica das espécies do género Passiflora
no Brasil, com destaque para o quantitativo de espécies presentes em cada regido brasileira e
seus respectivos estados com maior numero de espécies. Informagbes obtidas na Lista de
Espécies Flora do Brasil: http://floradobrasil.jbrj.gov.br/reflora/floradobrasil/FB12506

Tendo em vista a diversidade morfoldgica e complexidade taxondémica, diversas sao as
propostas de classificacdo infragenérica para Passiflora e, embora ndo seja consenso, sao
reconhecidos quatro subgéneros com base em caracteres morfoldgicos, sendo estes: P. subg.
Passiflora (240 espécies), P. subg. Decaloba (DC.) Rchb. (220 espécies), P. subg. Astrophea
(DC.) Mast. (57 espécies) e P. subg. Deidamioides (Harms) Killip. (13 espécies) (FEUILLET
& MACDOUGAL, 2004).

Em relacdo as informacg0es citogenéticas para o género Passiflora, estudos indicam uma
diversidade nos niveis de ploidia entre os subgéneros: no subgénero Passiflora, x =9 2n =
18,36 e 72) ex =10 (2 n = 20), no subgénero Decaloba x =6 (2n =12, 24 e 36) e nos
subgéneros Astrophea e Deidamioides x = 12 (2 n = 24) (SADER et al., 2019; HANSEN et
al. , 2006; DE MELO & GUERRA, 2003).

Fatores como a ampla distribuicdo geogréafica das espécies de Passiflora em diferentes

paisagens, bem como a interagdo com muitos organismos, ressaltando-se 0s eventos de


http://floradobrasil.jbrj.gov.br/reflora/floradobrasil/FB12506
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polinizacéo e dispersdo, resultam na ampla diversidade morfoldgica observada entre as espécies
do género, como formato de folhas, tamanho, forma e coloragdo das flores e frutos. Além da
variacdo observada ao nivel de género, também € observada uma alta variabilidade
intraespecifica, devido principalmente a interacdo genoétipo-ambiente (PAIVA et al., 2014a;
ULMER & MACDOUGAL, 2004).

As espécies do género Passiflora caracterizam-se em sua maioria como plantas
trepadeiras herbéceas (P. capsularis, P. foetida, P. misera etc.) ou lenhosas (P. elegans, P.
racemosa, P. amethystina etc.) geralmente apresentando gavinhas. As folhas sdo sempre
alternas, apresentando variacdes quanto a forma, inclusive dentro de uma mesma espécie.
Apresentam caracteristicas florais Unicas, com ampla variacdo em tamanho, forma e cores
(Figura 2), com a presenca da corona composta por filamentos, cinco estames, cinco pétalas e
cinco sépalas e pelo androginéforo ereto com estames de extremidades livres e trés estigmas
(BERNACCI, 2003; CERVI, 1997). Na maioria das espécies, as flores apresentam
caracteristicas como heterostilia, autoincompatibilidade e protandria, que contribuem para
ocorréncia da polinizagéo cruzada (REGO et al., 1999). Os frutos séo bagas que podem variar
quanto a forma, tamanho e cor. Outras caracteristicas morfoldgicas tipicas incluem, estipulas
axilares e glandulas nectariferas (BERNACCI, 2003; CERVI, 1997).

Figura 2. Painel ilustrativo das flores de diferentes espécies do género Passiflora. P. subg.
Passiflora: P. cincinnata (A), P. setacea (B) e P. Alata (C); P. subg. Decaloba: P. pohlii (D);
P. subg. Astrophea: P. mansoi (E) e P. subg. Deidamioides: P. Deidamioides (F). Fonte: A e B,
Acervo pessoal; C a F https://floradobrasil.jbrj.gov.br/FB12508
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As estruturas florais variadas em Passiflora atraem polinizadores diversificados,
caracterizando uma diversidade de sindromes de polinizacdo dentro do género, com
predominancia para melitofilia, polinizacdo realizada por abelhas, como a Apis mellifera e
Xylocopa spp. (KILL et al., 2010; SAZIMA & SAZIMA, 1989). Entretanto, hd espécies
polinizadas por aves, a exemplo dos beija-flores (ABRAHAMCZYK et al., 2014; FISCHER &
LEAL, 2006) e morcegos (JORGENSEN et al., 2012; KOSCHNITZKE & SAZIMA, 1997). A
dispersdo dos frutos é realizada principalmente por mamiferos, que atuam como agentes

dispersores da maioria das espécies do género (BRAGA et al., 2016).

As interacOes entre plantas e polinizadores apresentam um alto nivel de dependéncia,
principalmente para plantas autoincompativeis que necessitam de abelhas silvestres para sua
polinizacdo, assim como a maioria das espécies do género Passiflora. A soma de fatores que
incluem as mudancas climaticas, acdes antrépicas e fragmentacdo de habitats contribuem
sobremaneira para o risco de extincdo de espécies de abelhas e plantas (DIAZ et al., 2019;
POTTS et al., 2010).

Aspectos econdmicos do género Passiflora

A importancia econémica dos maracujazeiros esta relacionada principalmente aos seus
usos como género alimenticio, medicinal, ornamental e na industria de cosméticos. Diferentes
partes da planta séo utilizadas (polpa, sementes, casca, flores e as folhas), o0 que caracteriza o
uso diversificado dessas espécies (FALEIRO et al., 2018). Estudos indicam que diversas
espécies de Passiflora sdo potencialmente uteis para fins medicinais, devido a riqueza de seus
constituintes quimicos, sendo que as espécies P. edulis, P. incarnata e P. alata destacam-se
como as mais estudadas e com utilizacdo consolidada nas formulacbes de fitoterapicos
ansioliticos naturais e em monografias oficiais (FONSECA et al., 2020; BRASIL, 2019;
GADIOLI et al., 2016; DHAWAN et al., 2004). A beleza e exuberancia das flores,
caracteristica marcante de muitas espécies do género, tém ganhado destaque no setor
ornamental (MIKOVSKI et al., 2019; SOARES et al., 2015; ABREU et al., 2009), com alguns
hibridos ja desenvolvidos pela Embrapa para essa finalidade, como BRS Estrela do Cerrado
(FALEIRO et al., 2007a), BRS Rubiflora (FALEIRO et al.,, 2007b), BRS Roseflora
(JUNQUEIRA et al., 2007), BRS Rosea Purpura (FALEIRO & JUNQUEIRA, 2016a) e BRS
Céu do Cerrado (FALEIRO & JUNQUEIRA., 2016b). Naindustria cosmética o 6leo aromatico
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de maracuja é apreciado na fabricacdo de cosméticos, produtos de higiene e aromatizantes em
geral (LEAO et al., 2014).

Apesar dos maracujazeiros apresentarem importancia diversificada, a exemplo dos
citados usos medicinal e ornamental, o valor econémico do género consiste principalmente na
comercializacdo de frutos comestiveis, com destaque no Brasil para o cultivo da espécie P.
edulis Sims que ocupa mais de 90% da area destinada a passicultura no pais (FALEIRO et al.,
2020). No contexto mundial, o Brasil destaca-se como maior consumidor e produtor de
maracuja, e embora esteja presente nas diferentes regides do pais, a maior parte dessa producdo
estd concentrada na regido nordeste (64,5%), sobretudo no Estado da Bahia (28,4%) (IBGE,
2019). Apesar de consolidada, alguns fatores tém limitado a expansdo da producao brasileira
de maracuja, como a auséncia de cultivares adaptadas as condi¢des edafoclimaticas das diversas
regides produtoras no pais, bem como a baixa tolerancia/resisténcia das principais espécies
cultivadas a doencas e a importantes fatores ambientais, e a producdo em escala comercial
destinada a poucas espécies do género (FALEIRO et al., 2019; COELHO et al., 2016;
FALEIRO etal., 2011; MELETT] et al., 2005).

A despeito da primazia de P. edulis na cadeia produtiva do maracujazeiro, existem pelo
menos 80 espécies que sdo produtoras de frutos comestiveis, porém ainda pouco estudadas e
com interesse comercial inexplorado, ou restrito a comercializacéo regional (FALEIRO et al.,
2020; MACHADO et al., 2017; YOCKTENG et al., 2011; FALEIRO et al., 2011). Ao
considerar um contexto alimentar global, fatores como a diversidade de culturas, seguranca
alimentar e as mudancas climaticas, estdo correlacionados de maneira complexa, o que implica
em um movimento de mudanca nos padrBes atuais na agricultura, direcionada para poucas
culturas (MARINO, 2019).

Apesar da representatividade do género Passiflora no Brasil e de o pais se destacar no
cenario mundial como maior produtor e consumidor de maracujazeiros, inimeros sdo 0sS
desafios para a conservacao dessa biodiversidade, bem como para a manutencao e expansédo da
passicultura. Nesse contexto, a realizacdo de acOes de prospeccdo, caracterizacdo e UuSO
consciente dos recursos genéticos dos maracujazeiros (Passiflora spp.), sobretudo das espécies
silvestres, sd0 essenciais para 0S avangos nas estratégias de conservacdo, manejo e
melhoramento genético (CERQUEIRA-SILVA et al., 2016; CERQUEIRA-SILVA et al.,
2014a).


https://www-sciencedirect.ez84.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S2405844021025846?via%3Dihub#bib65
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Maracujazeiros silvestres: Uso e status de conservagio

O interesse acerca dos maracujazeiros silvestres tem aumentado, tendo em vista o
potencial uso em diversas areas, seja como género alimenticio, medicinal e ornamental
(FALEIRO et al., 2020; CERQUEIRA-SILVA et al., 2014a). Além disso, 0s recursos genéticos
relacionados as espécies silvestres representam um potencial pool génico para prospecc¢do de
genes de resisténcia e ou associados as caracteristicas de interesse comercial para a passicultura,
como maior resisténcia a pragas, maior longevidade, maior adaptacdo a condi¢des climaticas
adversas entre outras potencialidades (FALEIRO et al., 2019; MORGADO et al., 2015;
MELETT]I et al., 2005). Essas caracteristicas apresentadas pelos maracujazeiros silvestres sdo
particularmente interessantes em programas de melhoramento genético pois possibilita a
hibridizacdo interespecifica ou sua utilizacdo como porta-enxerto para as espécies cultivadas
(COELHO et al., 2016).

Dentre as espécies de maracujazeiros silvestres produtoras de frutos e com potencial
econdmico diverso, estdo as espécies P. cincinnata Mast e P. setacea DC, sdo espécies que
apresentam boa tolerancia a pragas e doencas (ARAUJO et al., 2020; ARAUJO et al., 2019;
BRAGA etal., 2016; CERQUEIRA-SILVA etal., 2014b, 2012a, 2012b; FALEIRO et al., 2011;
JUNQUEIRA et al., 2005). Apresentam uso diversificado, sendo os frutos dessas espécies
utilizados na alimentacdo, as folhas utilizadas na medicina tradicional e a planta inteira pode
ser utilizada com a finalidade ornamental (ARAUJO et al., 2020). No Brasil, essas espécies
estdo distribuidas nas regiGes Norte, Sudeste e Centro-Oeste e com maior predominancia no
Nordeste, com ocorréncia confirmada para ambas nos dominios fitogeograficos Caatinga,
Cerrado e Mata Atlantica (BERNACCI et al., 2020). P. setacea é endémica do Brasil, enquanto
a P. cincinnata pode ser encontrada em outros paises da América do Sul, como Argentina,
Bolivia, Paraguai, Coldmbia e Venezuela (ARAUJO et al., 2020).

A producdo e comercializacdo das espécies P. cincinnata e P. setacea é
majoritariamente proveniente do extrativismo e de é&reas cultivadas em escala
regional/doméstica por cooperativas de agricultores familiares e comunidades tradicionais, com
a comercializagéo de frutos feita principalmente em feiras livres proximas as regides produtoras
(SANTOS et al., 2021; ARAUJO et al., 2020; FALEIRO et al., 2020; ARAUJO et al., 2019).
Tendo em vista 0 crescente interesse acerca dessas espécies e visando um incremento na

produtividade e no aumento dos frutos, foram desenvolvidos as cultivares da espécie P.


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/interspecific-hybridization
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cincinnata, BRS Sertdo Forte (BRS SF) (EMBRAPA, 2016), e de P. setacea, BRS Pérola do
Cerrado (BRS PC) (EMBRAPA, 2013).

Muitas espécies de maracujazeiros silvestres tém sua sobrevivéncia ameacada pelas
interferéncias antropicas nas areas nativas em que ocorrem, tanto pela degradacdo do ambiente
quanto pelo extrativismo predatério (BERNACCI et al., 2005). Dentre as alteracGes
ocasionadas pelas a¢fes antrdpicas, a erosdo genética constitui umas das mais preocupantes,
tendo em vista o incipiente numero de espécies silvestres estudadas, ou até mesmo n&o
identificadas. O processo de erosdo genética pode ser evitado ou atenuado com a elaboracao de
estratégias que visam a conservacdo da variabilidade genética tanto in situ em areas naturais
preservadas, quanto ex situ em bancos de germoplasma (BAGS) e colecbes (JESUS et al., 2018;
FALEIRO et al., 2005; BERNACCI et al., 2005; BRAGA & JUNQUEIRA, 2000).

Apesar dos maracujazeiros silvestres apresentarem importancia ecoldgica e potencial
econdémico reconhecido, sdo incipientes os estudos em diversos ambitos acerca dos
maracujazeiros silvestres, o que limita as estratégias aplicadas ao seu manejo, uso e
conservagao, como a prospeccao e manutencéo de acessos em colecfes e BAGS, assim como
seu efetivo uso em programas de melhoramento genético (JESUS et al., 2018; CERQUEIRA-
SILVA et al., 2016).

As principais cole¢des de acessos de maracujazeiros no Brasil estdo localizadas nos
BAGs da Embrapa, a exemplo dos BAG da Embrapa Cerrados, Embrapa Mandioca e
Fruticultura e Embrapa Semi-Arido, segundo informacdes disponiveis no Portal Alelo, sdo
conservados ao menos 600 acessos pertencentes a 70 espécies (Tabela 1), sendo que 26% do
quantitativo de acessos sdo da espécie P. edulis, espécie mais cultivada no pais. Nao existem
dados oficiais atualizados sobre o quantitativo de acessos conservados em outros Institutos
agrondmicos e Universidades, embora seja provavel que o nimero exato de acessos mantidos
nessas colecdes tenha variado para mais ou para menos desde as compilacdes feitas por Ferreira
(2005).

Nesse contexto, € imprescindivel que os materiais conservados e de populagdes naturais
sejam caracterizados e avaliados quanto as caracteristicas genéticas, bioldgicas, ecogeograficas
e quimicas para que efetivamente possam ser utilizados e conservados (FALEIRO et al., 2018;
CERQUEIRA-SILVA et al., 2016; FALEIRO et al., 2011).
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Tabela 1: Quantitativo de acessos e espécies conservadas nos bancos de germoplasma no
Brasil. Dados disponiveis no portal alelo http://alelo.cenargen.embrapa.br/
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Espécies

Total de acessos

Bancos de germoplasma

Embrapa
Cerrados

Embrapa
Mandioca e
fruticultura

Embrapa
semiarido

P. actinia
P. alata
P. amethystina
P. araujoi
P. auriculata
P. bahiensis
P. biflora
P. caerulea
P. capparidifolia
P. cerasina
P. cerradense
P. cervii
P. cincinnata
P. coccinea
P. edmundoi
P. edulis Sims

P. edulis Sims f. edulis
P. edulis Sims f. flavicarpa

0. Deg
P. eichleriana
P. elegans
P. farneyi
P. ferruginea
fissurosa
P. foetida
P. galbana
P. gardneri
P. gibertii
P. glandulosa
P. hatschbachii
P. hybr.
P. Incarnata
P. junqueirae
P. kermesina
P. laurifolia
P. ligularis
P. loefgrenii
P. luetzelburgii
P. malacophylla
P. maliformis
P. mendoncaei
P.micropetala
P. miersii
P. morifolia
P. muchronata
P. mucronata
P. nitida
P. oerstedii
P. pedata
P. phoenicea
P. pohlii
P. quadrangularis
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P. quadriglandulosa 2 2 - -
P. racemosa 5 4 1 -
P. recurva 1 1 - -
P. riparia 3 3 - -
P. rubra 3 1 2 -
P. setacea 26 2 20 4
P. sidifolia 2 2 -
Passiflora sp. 49 12 37 -
P. suberosa 16 3 13 -
P. subrotunda 5 2 3 -
P. Tenuifila 2 1 1 -
P. tholozanii 4 4 - -
P. triloba 2 2 - -
P. trintae 2 2 - -
P. tripartita 1 1 - -
P. vespertilio 1 1 - -
P. villosa 1 1 - -
P. vitifolia 3 2 1 -
P. watsoniana 4 - 4 -
Total: 602 192 342 68

CaracterizacOes Genético moleculares em maracujazeiros

Nas ultimas décadas, tem-se alcancado grandes avancos no desenvolvimento de técnicas
da genética e biologia molecular, a exemplo dos marcadores moleculares, para identificacéo,
caracterizacdo e avaliacdo dos recursos genéticos vegetais. Dentre as principais vantagens
apresentadas pelos marcadores moleculares, quando comparados aos morfoldgicos e
bioquimicos, ressalta-se a possibilidade de obtencéo praticamente ilimitada de polimorfismos
genéticos que podem ser detectados em qualquer estagio de desenvolvimento de uma planta ou
até mesmo em cultura de células ou tecidos, e sem influéncias ambientais (FALEIRO et al.,
2018; MONDINI et al., 2009, FALEIRO, 2007).

Existe uma diversidade de marcadores moleculares que podem ser empregados no
estudo de diferentes organismos e com diversos objetivos de pesquisa, e de maneira geral, eles
podem ser baseados em hibridizacao (Restriction Fragment Length Polymorphism - RFLP), em
amplificagdo (Random Amplified Polymorphic DNA - RAPD, Inter Simple Sequence Repeat -
ISSR, Resistance Genes Analogs - RGA, Amplified Fragment Length Polymorphism - AFLP,
Simple Sequence Repeats - SSR) ou em sequenciamento (single nucleotide polymorphism -
SNP) (TURCHETTO-ZOLET et al., 2017).
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Diante da ampla disponibilidade de marcadores moleculares, diversos fatores devem ser
analisados para escolha da técnica mais adequada aos objetivos do estudo e ao organismo alvo.
Os marcadores moleculares apresentam diferencas quanto ao nivel de polimorfismo detectado,
a abundancia no genoma, a especificidade de locus, a reprodutibilidade e os requisitos técnicos
e de custos, além do nivel de conhecimento genético disponivel sobre a espécie a ser
caracterizada no estudo (FALEIRO et al., 2018; TURCHETTO-ZOLET et al.,, 2017,
HAYWARD et al., 2015; MONDINI et al., 2009).

O uso de marcadores moleculares em estudos com espécies do género Passiflora
iniciou-se ha cerca de 20 anos com a aplica¢do dos marcadores RAPD (FAJARDO et al., 1998)
e isoenzimas (SEGURA et al., 1998). Apesar dos avancos no quantitativo de espécies avaliadas,
0s estudos com marcadores moleculares restringem-se a menos de 15% das espécies do género,
com a maioria dos estudos direcionados para as espécies ou acessos com interesse comercial
(CERQUEIRA-SILVA etal., 2016; CERQUEIRA-SILVA et al., 2014a). A maioria dos estudos
sdo baseados na aplicacdo de marcadores dominantes, e apesar das limitacGes inerentes a essa
classe de marcadores, como a impossibilidade de diferenciar os locus em heterozigose, eles
possibilitam uma caracterizacdo rapida e de baixo custo, aléem de ndo requerer informacdes
prévias de sequéncias de DNA (TURCHETTO-ZOLET et al., 2017), o que os torna adequados
para 0 uso em espécies ainda pouco estudadas e com interesse comercial pouco explorado,

situacdo que se aplica para a maioria das espécies de maracujazeiros.

O emprego de marcadores codominantes como os microssatélites (SSR), limitou-se, no
que diz respeito as espécies silvestres de maracujazeiros, principalmente ao desenvolvimento
desses marcadores e em testes de amplificacdo cruzada (ARAYA et al., 2017; COSTA et al.,
2017; CERQUEIRA-SILVA et al., 2012a, 2012b, 2014a, 2014b; CAZE et al., 2012).
Estimativas de diversidade genética com uso de marcadores microssatélites em maracujazeiros
sdo limitados a acessos mantidos em bancos de germoplasma e com interesse comercial,
majoritariamente de P. edulis (PAIVA et al., 2014b; CERQUEIRA-SILVA et al., 2014a,
2014b; PENHA et al., 2013). Estudos com o uso de marcadores baseados em sequenciamento,
como 0s SNPs, sdo recentes e com quantitativo modesto para o género Passiflora, apesar de
reconhecida a importancia desses estudos, na elucidacdo sobre as relagdes genéticas entre as
diferentes espécies do género, estudos de diversidade genética intra e/ou interespecifica, dentre
outras informacdes uteis para 0 melhoramento da passicultura (CASTILLO et al., 2021; Wu et
al., 2020; COSTA et al., 2017; CERQUEIRA-SILVA et al., 2016).
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Estudos com marcadores ISSR em maracujazeiros

Os marcadores moleculares ISSR sdo uma técnica simples, rapida e eficiente.
Apresentam caracteristicas que favorecem a sua aplicacdo como a pequena demanda de
quantidade de DNA por reacdo, além de requerer pouca infraestrutura de equipamentos para
execucdo dos experimentos. Esses marcadores foram desenvolvidos a partir da necessidade de
exploracdo de repeti¢des de microssatélites, abundantes no genoma eucarioto, com a vantagem
de ndo requerer o sequenciamento prévio do DNA da espécie alvo do estudo (ZIETKIEWICZ
etal., 1994).

Esses marcadores sdo obtidos por amplificacdo via PCR (Reaction Chain Polymerase)
com a utilizacdo de primer Unico, constituidos de sequéncias repetidas de di ou trinucleotideos
(ZIETKIEWICZ et al., 1994). O iniciador utilizado pode ou n&o estar ancorado, sendo a
condicdo ancorado mais frequente, com um a quatro bases ancoradas na posi¢do 5 e 3™ do
iniciador, dentro das sequéncias flanqueadas (REDDY et al., 2002). Os produtos amplificados
correspondem a uma sequéncia de DNA, presente entre duas regifes idénticas de
microssatélites, orientadas em direcdes opostas (REDDY et al., 2002). Os tamanhos dos
produtos amplificados sé@o geralmente de 200-2000 pb (pares bases) de comprimento e
apresentam alta reprodutibilidade, possivelmente devido ao uso de iniciadores longos
(formados por mais de 10 pb). A limitacdo dessa classe de marcadores esta relacionada ao fato
de serem dominantes, o que impossibilita a distincdo entre os gendtipos heterozigotos e
homozigotos (ZIETKIEWICZ et al., 1994).

O quantitativo de estudos de caracterizacdo de maracujazeiros envolvendo 0s
marcadores moleculares ISSR é modesto, totalizando 14 artigos cientificos (Tabela 1), com o
primeiro estudo publicado em 2011, mais de 25 anos ap06s o desenvolvimento inicial da técnica,
sendo a maioria desses estudos, caracterizacdes de diversidade interespecifica do género
Passiflora com reduzido numero de acessos avaliados, com poucos estudos de caracterizacdo
de espécies em populacdes naturais (OLIVEIRA et al., 2019; CARMO et al., 2017), sendo a
maioria dos estudos direcionados para as espécies ou acessos com interesse comercial. Diante
dessa realidade, pesquisas dedicadas a caracterizagbes genético populacionais e de estrutura e
diversidade genetica, envolvendo acessos presentes em ambientes naturais sdo incipientes, o

que indica a necessidade de estudos para suprir essa lacuna do conhecimento.
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O conhecimento dos niveis e padrdes de diversidade e estrutura genética em populagdes
naturais de espécies cultivadas € uma tarefa necessaria. Além de garantir a sobrevivéncia da
espécie, a conservacdo de populaces silvestres de plantas cultivadas é importante por fornecer
genes valiosos para programas de melhoramento dessas espécies (RUTER, HAMRICK,
WOOD, 2000).

Tabela 2. Apresentacdo descritiva e quantitativa de estudos publicados utilizando marcadores

moleculares ISSR para o género Passiflora.

Espécie(s) Objetivo Origem Referéncia
P.alatae P. edulis  Diversidade genética BAG Santos et al., 2011
P. edulis Diversidade genética BAG Costa et al., 2012
P.setacea Diversidade genética Populacédo natural Pereira et al., 2015
25 espécies Diversidade genética BAG Sousa et al., 2015
P. sublanceolata e Confirmagéo de - Melo et al., 2016

hibridos retrocruzamento
P.cincinnata Diversidade genética BAG Carmo et al., 2017
Seis cultivares Diferenciacdo das BAG Fonseca et al.,
cultivares 2017

P. mucronata

Diversidade genética

Populacédo natural

Franca et al., 2017

Passiflora edulis

Sims f. flavicarpa

Degener, P. edulis
Sims e P. alata

Diversidade genética

Populacédo natural

Maciel et al., 2019

Curtis
15 espécies Diversidade genética BAG Oliveira etal.,
2019
P. cristalina, P. S . )
miniata, P. coccinea,  Diversidade genetica - Viana et al., 2019
P. edulis e P. setacea
Oito variedades € 12 selecio de primers BAG Dias et al., 2020

cultivares

Passiflora spp.

Diversidade genética

Areas de cultivo

Martinez et al.,
2020

P. edulis

Diversidade genética

Populacéo natural

HO et al., 2021

Fatores ecogeograficos

A caracterizacdo dos fatores ecogeogréaficos abrange as informacgdes ambientais acerca

dos locais de ocorréncia de uma planta ou populagdo, relacionada & sua adaptacdo aos fatores
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abioticos mais importantes (clima, temperatura, precipitacdo, solo e topografia) (PARRA-
QUIJANO et al.,, 2012). Essas informagbes somadas aos dados genéticos e fenotipicos
potencializam as estratégias de conservacao e 0 uso de recursos genéticos vegetais (OLIVEIRA
et al., 2021; MEIRA et al., 2017; PEREIRA et al., 2015a; MENDES et al., 2015; PARRA-
QUIJANO et al., 2012).

Tendo em vista 0 crescente interesse no incremento da producdo dos maracujazeiros
silvestres, como P. cincinnta e P. setacea (SANTOS et al., 2021; ARAUJO et al., 2020;
ARAUJO et al., 2019), as informacdes relacionadas as condi¢des ambientais especificas das
regides de ocorréncia dessas espécies poderdo ser Uteis de modo a auxiliar nas estratégias de

cultivo e conservacéo.

As condicdes edafocliméticas caracteristicas dos ambientes em que essas espécies
ocorrem, que incluem clima &rido e semiérido, resultam em plantas com potencial para
producdo de substancias bioativas. A sintese desses compostos ativos faz parte da complexa
interacdo entre as plantas e as condi¢Ges de estresse abidtico, tipico nessa regido (OLIVEIRA
et al.,, 2021; DECARVALHO et al., 2018; SIQUEIRA et al., 2013; GOBBO-NETO et al.,
2007). Diversos estudos ecogeograficos tém possibilitado a caracterizacdo dos locais de
ocorréncia de espécies medicinais (OLIVEIRA et al., 2021; MEIRA et al., 2017; MENDES et
al., 2015).

Os fatores ecogeograficos também tém sido correlacionados com a diferenciacéo
genética em populacdes naturais. Essas informacdes podem auxiliar na coleta, conservacédo e
monitoramento das espécies, sendo possivel identificar os locais mais apropriados para a
regeneracdo de recursos genéticos e para planejar programas de conservacao in
situ (SANCHEZ GONZALEZ et al., 2018; XIA et al., 2018). A conservacio de populacdes
amostradas em regides com diferentes condi¢Ges ecogeograficas deve maximizar a diversidade
genética conservada (THORMANN et al., 2016).

Compostos quimicos em espécies de Passiflora: Compostos fendlicos

Os compostos quimicos originarios do metabolismo secundario das plantas estdo
diretamente relacionados as suas atividades biologicas com aplicabilidade na saide humana
(ALBA et al., 2021). Os metabdlitos secundarios produzidos pelas plantas incluem compostos

guimicos que sdo produzidos em resposta a fatores bioticos e abidticos, sendo importantes na
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interacéo das plantas com o seu ambiente (RAMAKRISHNA & RAVISHANKAR, 2011). As
principais classes de metabdlitos secundarios séo os terpenos, 0s compostos nitrogenados e 0s
compostos fenolicos (CHIOCCHIO et al., 2021).

Os compostos fendlicos sdo uma classe de metabdlitos secundarios com estruturas que
variam de uma simples molécula fendlica a um polimero complexo de alta massa molecular, e
podem ser classificados em diferentes subgrupos de acordo com suas estruturas quimicas, sendo
0s principais grupos, os acidos fendlicos , flavondides , taninos , carotendides , estilbenos e
lignanas (ALU’DATT et al., 2017). Esses compostos sdo produzidos em diferentes partes das
plantas e desempenham papéis importantes em diversos processos fisioldgicos, relacionados
tanto as propriedades sensoriais, como coloracdo, sabor, pigmentacdo, como envolvidos na
protecdo da planta contra fatores bidticos e abidticos (ZHANG et al., 2022). Essa classe de
metabdlitos secundarios tem despertado o interesse académico e econdémico devido as suas
aplicacdes farmacéuticas e nutricionais (BALASUNDRAM et al., 2006 ).

Estudos fitoquimicos em espécies de Passiflora tém demonstrado uma composicao
quimica diversa, tais como, fendis, glicosideos cianogénicos, alcaloides, flavonoides e
saponinas (OZAROWSKI & KARPINSKI, 2021; GADIOLI et al. 2018; COSTA et al., 2016;
DHAWAN et al., 2004). Pelo menos 75 compostos fendlicos, ja foram descritos para o género,
segundo revisdo realizada por Gadioli et al. (2018), sendo esses compostos encontrados nas
diferentes partes da planta. Dentre as espécies do género, P. edulis, P. incarnata e P. alata tém

sido as mais amplamente investigadas (GADIOLI et al. 2018).

As atividades bioldgicas e farmacologicas das espécies de Passiflora sdo atribuidas a
presenca dos compostos fenolicos, principalmente flavonoides (GADIOLI et al. 2018). Estudos
indicam que diversas espécies de Passiflora apresentam atividade como sedativo, ansiolitico e
antidepressivo (AYRES et al.,, 2015); como antidiabético (SALLES et al., 2020;
ANUSOORIYA et al., 2014); antibacteriana (CALDERON et al., 2019); anti-inflamatéria
(SHANMUGAM et al., 2019; FIGUEIREDO et al., 2016; CAZARIN et al., 2015); e atividade
antioxidante (AGUILLON-OSMA et al., 2019; SHANMUGAM et al., 2019; DOUNGUE et
al., 2018; COLOMEU et al., 2014; DA SILVA et al., 2013).

Apesar da maioria dos estudos serem direcionados para as espécies de maior interesse
comercial, como P. edulis, estudos vém sendo desenvolvidos com espécies silvestres de
maracuja, dentre as quais, P. cincinnata e P. setacea. Leal et al. (2020) identificaram quatorze

metabolitos secundarios nos extratos de diferentes partes de P. cincinnata, demonstrando a
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potencialidade desta espécie como fonte de compostos fendlicos e antioxidantes. Na polpa
dessa espécie também foram identificados compostos fendlicos e atividade antioxidante,
incluindo os altos valores de quercetina 3-glicosideo (SANTOS et al., 2021). Estudos realizados
com P. setacea revelaram propriedades antioxidantes (SANTANA et al., 2015),e uma
composi¢do quimica rica em flavondides C -glicosideos, homoorientina, vitexina, isovitexina e
orientina (DUARTE et al., 2020).
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ABSTRACT

Passiflora cincinnata Mast. is a wild passion fruit species widely distributed in Brazil, with diverse
economic potential and source of resistance to biotic and abiotic stress factors. Despite this, molecular
genetic studies on this species are incipient, which limits the definition of priority regions for
conservation and identification of accessions to be prospected for germplasm banks and inserted in
genetic improvement programs. Thus, this study aimed to characterize the structure and genetic diversity
of P. cincinnata accessions using Inter Simple Sequence Repeat (ISSR) markers. The study was carried
out using leaf samples from 213 accessions of P. cincinnata, with 158 accessions from six natural
populations (collectively considered in this study as a hypothetical metapopulation) in the state of Bahia,
Brazil, and the other 55 accessions from two collections of Embrapa Cerrados and Embrapa Cassava &
Fruits active germplasm banks (AGBs). Genetic estimates were based on an analysis of the amplification
profile of 12 ISSR primers. Descriptive statistics analysis and the polymorphic information content
(PIC) and expected heterozygosity (He) estimates were carried out using the GENES software.

Approaches based on the Bayesian model, principal coordinate analysis (PCoA), and analysis of
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molecular variance (AMOVA) were used to assess the genetic structure. Passiflora cincinnata
populations/collections showed high polymorphism rates. The metapopulation showed 25.3% of private
markers/alleles. The metapopulation is structured in at least three genetic groups, while AGBs in two
genetic groups. AMOVA indicated higher diversity within populations, with low differentiation between
them.

Key words: Conservation, genetic diversity, ISSR, passion fruit, Passiflora cincinnata.

INTRODUCTION

The genus Passiflora, with more than 500 species, is considered the most representative among the
genera of the family Passifloraceae (He et al., 2020), in addition to encompassing the main species of
economic importance of the family, such as P. edulis (Faleiro et al., 2020). In Brazil, about 87 out of
approximately 150 existing Passiflora species are considered endemic (Bernacci et al., 2020). It makes
the country one of the main centers of diversity of the genus. In the state of Bahia, located in the
Northeast region of Brazil, the genus is represented by 44 species widely distributed in the three biomes
of the state, Cerrado, Caatinga, and Atlantic Forest (Bernacci et al., 2020).

Passion fruits, as Passiflora species are popularly known, have diversified economic importance,
such as medicinal, ornamental, and foodstuff uses, with fruit production and commercialization standing
out among the commercial activities of this genus (Cerqueira-Silva et al., 2014a; Faleiro et al., 2020).
Brazil stands out on the world stage as the largest producer and consumer of passion fruit, with most of
this production concentrated in the Northeast region (64.5%), especially in the state of Bahia (28.4%)
(IBGE, 2019). In this context, the species with the highest commercial expression is P. edulis (common
passion fruit), used in more than 90% of the area destined for passion fruit production in Brazil (Faleiro
et al., 2020). Despite this primacy in the passion fruit production chain, there are at least 70 species of
passion fruit that produce edible fruits, therefore potentially marketable and sometimes already present
in small regional popular fairs (Machado et al., 2017; Faleiro et al., 2020).

Passiflora cincinnata Mast. (Figure 1), popularly known as wild passion fruit, is among the
genetic resources of the genus already commercialized regionally, whose production comes mostly from
extractivism and cultivated areas on a regional scale (Aradjo et al., 2020). The species stands out as a
wild passion fruit that has potential for diversified use, both in the food, medicinal, and ornamental fields
(Machado et al., 2017; Aradjo et al., 2020). It is also well appreciated in genetic improvement programs
as a source of resistance to biotic and abiotic stress factors (Araujo et al., 2020). Wild passion fruit is
widely distributed in Brazil, mainly in the Northeast region, with confirmed occurrence in the North,
Midwest, and Southeast regions (Bernacci et al., 2020).

Molecular genetic studies on this species, especially the characterization of natural populations,
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are scarce although P. cincinnata has ecological importance, given its wide geographic distribution in
different biomes and the mentioned economic potential (Cerqueira-Silva et al., 2014a). Molecular
genetic studies are essential to enable the definition of priority regions for conservation and
identification of species and accessions to be prospected for germplasm banks and inserted in genetic
improvement programs (Cerqueira-Silva et al., 2016; Martinez et al., 2020).

Although in recent decades an advance has been observed in the quantification of genetic
characterizations of the genus Passiflora and diversification of the adopted molecular tools/techniques
(Cerqueira-Silva et al., 2016), there is a concentration of research using species with the highest
commercial interest and, mainly, accessions maintained in germplasm banks or from producing regions
(Cerqueira-Silva et al., 2014b; Martinez et al., 2020). The current scenario indicates that research
dedicated to the genetic characterization of natural populations of wild passion fruit is incipient (Pereira
etal., 2015; Maciel et al., 2019).

Considering the reality posed for wild passion fruit species, the application of molecular biology
tools, such as Inter Simple Sequence Repeat (ISSR) molecular markers, allows a fast and low-cost
characterization, especially useful for still poorly studied species (Turchetto-Zolet et al., 2017). Thus,
this study aimed to characterize the structure and genetic diversity of P. cincinnata accessions present

in natural populations and maintained in germplasm banks using ISSR markers.

MATERIAL AND METHODS

Biological material

The study was carried out using samples from 213 accessions of Passiflora cincinnata Mast., with 158
accessions from natural populations (Table 1) and 55 accessions from active germplasm banks (AGBS)
(Table 2). Samples associated with natural populations were obtained from young and healthy leaves of
plants collected in six municipalities in Bahia (Anagé, Encruzilhada, Caetité, Caculé, Malhada de Pedra,
and Ibiassucé), Brazil (Table 1). A specimen collected in Anagé was deposited in the State University
of Southwest Bahia (UESB) herbarium under the registration HUESBVC9162. In turn, the samples
related to AGBs were obtained from Embrapa Cassava & Fruits (Embrapa Mandioca e Fruticultura),
located in Cruz das Almas, Bahia, totaling 41 accessions, and the Cerrado Agricultural Research Center
(Embrapa Cerrados — CPAC), located in Brasilia-DF, totaling 14 accessions.

The genomic DNA of accessions from natural populations were isolated from leaf samples
following the protocol adapted from Doyle and Doyle (1990) and stored at -20 °C at the Laboratory of
Applied Molecular Genetics (LGMA), located at UESB (Campus Juvino Oliveira) in the municipality
of Itapetinga-Bahia. The DNA samples of the accessions from AGBs were obtained from the LGMA
genomic DNA bank.

The concentration and quality of DNA samples were estimated by spectrophotometry using a

spectrophotometer (BioDrop ULITE, Biochrom, Cambridge, UK) and electrophoresis in 1% agarose gel
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(m/v) for 1 h at 90 V, with running solution 0.5X TBE (Tris-boric acid-EDTA), visualized and photo-
documented on an L-PIX EX photo-documentation system (Loccus, Cotia, Sdo Paulo, Brazil) under
ultraviolet light using a nucleic acid gel stain (GelRed, Biotium, Fremont, California, USA) intercalator
and a Kodak camera. The molecular weight marker Lambda (undigested Lambda DNA) (Invitrogen,
Carlsbad, California, USA) was adopted as a standard to estimate the DNA concentration (ng uL™),
according to the specifications described by the manufacturer.

Amplification reactions
The amplification reactions to characterize the 213 accessions of P. cincinnata were performed using
12 previously selected Inter Simple Sequence Repeat (ISSR) primers (Table 3) (Dias et al., 2020).
Reactions were carried out in a Veriti 96-Well Thermal Cycler (Applied Biosystems, Foster City,
California, USA), with a final volume of 16 uL containing 8 ng DNA, 1.7 uL 10X PCR buffer (20 mM
Tris -HCI [pH 8.4] and 50 mM KCI), 1.0 pL MgCl; (50 mM), 1.0 pL 2.5 mM dNTP mix, 0.11 unit Taq
DNA polymerase (Invitrogen), Milli-Q water, and 1.0 pL 0.8 mM primer. The amplification program
involves initial denaturation at 94 °C for 5 min, followed by 34 cycles (94 °C for 50 s, 48 °C for 60 s,
and 72 °C for 60 s) and a final extension at 72 °C for 5 min.

Aliquots of the amplification products were stained with GelRed intercalator (Biotium) and
subjected to electrophoresis in a 2% (m/v) agarose gel for 2 h at 120 V and visualized in an L-PIX EX
photo-documentation system (Loccus) under UV light. The molecular weight marker 1 Kb Plus DNA

Ladder (Invitrogen) was used as a pattern of generated marks.

Analysis and estimates of structure and genetic diversity
Analyses of the amplification profile of the different ISSR primers were conducted by two evaluators.
The obtained marks were used to construct a matrix of binary data in Excel, where zero (0) was assigned
for the absence of markers, one (1) for their presence, and nine (9) for inconclusive data. Then,
descriptive statistical analyses were carried out, such as number of markers, percentage of polymorphic
markers, number of rare markers/alleles (with an occurrence equal to or less than 5% of accessions in a
population/AGB), and number of private markers/alleles (only present in one population/AGB).
Estimates of polymorphic information content (PIC) and expected heterozygosity (He) were

carried out using the Genes software (Cruz, 2006); PIC was calculated according to the formula

n
PIC=1-— z P?:
j=1

where Pj; is the frequency of allele j at marker i.

proposed by Botstein et al. (1980):

According to the authors, indices below 0.25 are slightly informative; between 0.25 and 0.50,

informative; and above 0.50 highly informative, where 0.50 is the maximum value reached in dominant
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markers such as ISSR (Botstein et al., 1980).
The He was calculated as proposed by Nei (1987), applying the following formula:

k
He=1—2xi2

i=1
where X; is the frequency of allele i and k is the number of alleles.

The Bayesian analysis of population structure estimation was performed using the STRUCTURE
software version 2.3.4 (Pritchard et al., 2000). The admixture model, which admits genetic flow between
samples, was assumed in these analyses, and the possibility of the existence of one to 10 genetic groups
(K) was evaluated. Five replicates were performed for each K estimate, and a burn-in period of 50000
was considered in each replicate/estimate, followed by 500000 replicates. The estimation of the number
of genetic groups that best represents the distribution of diversity was performed using the online tool
STRUCTURE Harvester (Earl and vonHoldt, 2012), using the method proposed by Evanno et al. (2005).

Principal coordinate analysis (PCoA) and analysis of molecular variance (AMOVA), with 999
bootstraps (random permutations), were performed to observe the genetic variation and its
distribution/structuring. The analyses were performed using the GenALEX v.6.5 software (Peakall and
Smouse, 2012).

RESULTS AND DISCUSSION

Amplification reactions from the 12 ISSR primers, considering the 213 accessions of P.
cincinnata, produced 142 markers, all polymorphic, with a mean of 11.8 markers per primer (Table 3).
Primers TriCGA3'RC and TriGCC3'RC produced the lowest (nine) and highest (15) number of
markers, respectively (Table 3). The PIC values ranged from 0.23 (TriGTG3'YC) to 0.33
(TriCAC3YC) (mean of 0.28), most of them classified as informative (DIGA3'T, DiCA3'RG,
DICA3'YG, TriCAC3'YC, TriCAC5CY, TriCGA3'RC, TriGAC3'RC, TriGCA3'RC, and
TriGCC3'RC) (Table 3).

The descriptive analyses showed differences for all the variables (i.e., number of markers,
percentage of polymorphism, private alleles, rare alleles, and PIC) in the six natural populations in both
germplasm banks and, mainly, between accessions of natural populations and germplasm banks (Table
4). The number of markers ranged from 100 (Ibiassucé) to 137 (Anagé) for natural populations and 72
(Embrapa Cerrados) to 103 (Embrapa Cassava & Fruits) for AGBs (Table 4). Together, the six natural
populations (considered in this study as a hypothetical metapopulation) totaled 142 markers, while 106
markers were observed in the two germplasm banks (Table 4). The percentage of polymorphism was >
75% in all populations and banks, the highest percentage being observed for the Embrapa Cassava &
Fruits collection (87.4%), and the lowest for the Embrapa Cerrados collection (75%) (Table 4). The PIC

estimates showed mean values ranging from 0.21 (Anagé) to 0.30 (Embrapa Cerrados). The He
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estimates between populations/AGBs showed values > 0.28, ranging from 0.28 (Anagé) to 0.38
(Embrapa Cerrados) (Table 4).

The percentages of polymorphism found at the species level (100%) (Table 3) and between
populations/collections (> 75%) (Tables 4) are similar to the data available in the literature for different
species of the genus Passiflora based on ISSR primers (Ho et al., 2021; Martinez et al., 2020; Vianna et
al., 2019; Maciel et al., 2019; Fonseca et al., 2017; Pereira et al., 2015; Sousa et al., 2015; Costa et al.,
2012 order chronologically), with percentages ranging from 75 (Martinez et al., 2020) to 100% (Ho et
al., 2021). The observed polymorphism rates may be associated with the flower anatomy, which,
although presenting anatomical characteristics of complete flowers with the two reproductive organs,
gynoecium and androecium, present self-incompatibility due to floral morphology. Thus, they require
cross-pollination by floral visitors, which contributes to the increase in the genetic variability of the
species of the genus, especially P. cincinnata (Kiill et al., 2010; Aradjo et al., 2020).

Thirty-six private alleles were identified in natural populations when considering the hypothesis
of the existence of a metapopulation compared to AGBs (Table 4). In turn, a total of 29 private
alleles/markers were observed among germplasm banks, most of them (26) in the Embrapa Cassava &
Fruits AGB. Seven private alleles/markers were identified among natural populations, all of them
present in the Anagé population. In turn, regarding the identification of rare alleles/markers, considering
the metapopulation hypothesis, only two rare alleles were observed in the set of 158 accessions. Three
rare alleles/markers were observed when the two AGBs were evaluated, all of them present in the
Embrapa Cassava and Fruits AGB. Seven alleles/markers were identified among natural populations,
four of them in the Anagé population and three in the Encruzilhada population.

Of the observed 142 markers, 25.3% were alleles present only in the metapopulation (private
alleles) (Table 4), that is, they were not detected in both AGBs. All private alleles/markers among natural
populations were found in the Anagé population, and one of them was also rare. The presented scenario
emphasizes the importance of characterizing natural populations of P. cincinnata so that the prospection
strategies for accessions to be conserved in AGBs and/or inserted in genetic improvement programs and
the indication of areas to be conserved are better targeted. Although P. cincinnata is widely distributed
in Brazil (Bernacci et al., 2020) and does not present extinction risk assessments (IUCN, 2021), most of
the populations studied here are present in anthropized environments, such as roadsides, and most of the
fruit commercialization is based on extractivism, factors that together can jeopardize the species
survival. Studies that characterize the diversity of natural populations become even more important
(Cerqueira Silva et al., 2014b; Cerqueira Silva et al., 2015) when considering the presence of private
and rare markers/alleles, given that they may be linked to genes of agronomic interest (Reis et al., 2011).

The Bayesian analysis indicated the existence of two genetic groups (Figure 2A) in the natural
populations and germplasm banks of P. cincinnata as the most likely. The structuring in two genetic
groups showed a predominance of a genetic group represented by the green color for the metapopulation

accessions (approximately 72%), while the second genetic group was represented by the red color for
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the AGB accessions (100%) (Figure 2A).

The structure evaluation indicated the existence of three genetic groups as the most likely when
considering only the metapopulation hypothesis (Figure 2B). The first genetic group was formed by 24
out of the 26 accessions of the Anagé population and one accession of the Caculé population
(represented by the red color in the histogram); the second genetic group was formed by all 44 accessions
of the Encruzilhada and Ibiassucé populations and three accessions of the Caculé population
(represented by the green color in the histogram) and; the third genetic group was composed of 58 out
of the 60 accessions from the Caetité and Malhada de Pedra populations (represented by the blue color
in the histogram). In turn, 24 out of the 28 accessions of the Caculé population, together with four
accessions of the other populations, were identified as a mixture of the second and third genetic group,
as they did not reach the minimum percentage of 70% of a single genetic group in their composition.
Accessions belonging to AGBs were grouped into two distinct subgroups when evaluated separately
from natural populations (Figure 2C). The first subgroup was composed of 36 out of the 41 Embrapa
Cassava & Fruits accessions (represented by the yellow color in the histogram), whereas the second
subgroup was composed of 12 out of the 14 Embrapa Cerrados accessions (represented by the gray color
in the histogram). The other seven accessions were classified as a mixture, adopting the same criteria
used in natural populations.

The formation of an exclusive genetic group, represented by the red color, for accessions of the
Anagé population may be related to the fact that 7 markers/alleles were exclusive to this population. The
second genetic group was mostly shared by the Encruzilhada and Ibiassucé accessions. The genetic
similarity seems to indicate that human interference has occurred in the distribution of the species
despite the distance of about 258 km between the municipalities. Natural dispersion and selection
processes may not have been the main force shaping the genetic structure since environmental factors
are also different between environments. The third genetic group shared between the Malhada de Pedras
and Caetité accessions can be explained by the predominance of the Caatinga biome in these
municipalities. Larger geographic distances associated with smaller genetic distances can be observed
between populations located within the same geo-environmental unit (Pereira et al., 2015). Conserving
populations sampled in the widest possible range of ecogeographic conditions should maximize
conserved genetic diversity (Thormann et al., 2016).

The scatter plot obtained by PCoA (Figure 3) allowed the observation of a wide genetic diversity
among populations/collections. The results obtained through PCoA corroborate the sub-structuring
hypothesis obtained by the Bayesian analysis in three and two genetic groups for the metapopulation
and AGBs, respectively (Figures 2B and 2C), showing a grouping of populations/collections that share
the same genetic group. The groups formed in the PCoA graph show the separation between
metapopulation and AGBs, with the genetic composition of each population/collection. The AGBs
differed from each other in terms of the polymorphism rate (Table 3) and genetic group composition

(Figures 2C and 3), which demonstrates the importance of maintaining the species in different AGBs.
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The implementation of an AMOVA revealed that the highest percentage of variation occurred
within (99%) and not between populations (1%). Pereira et al. (2015) found similar results when
evaluating the use of ISSR markers in 259 accessions of P. setacea distributed in 12 municipalities in
the state of Bahia. The higher genetic diversity found within populations and not between populations
(Table 4) may also be related to self-incompatibility due to floral morphology observed in Passiflora
species (Araujo et al., 2020), which would lead to an increase in the polymorphism rate of species from
the same population, thus increasing genetic variability. Although the flowers of P. cincinnata are
hermaphroditic, they present the strategy of herkogamy, thus reducing inbreeding depression (Kiill et
al., 2010).

CONCLUSIONS

Passiflora cincinnata populations showed high polymorphism rates. The metapopulation
showed 25.3% of private markers/alleles. Natural populations are structured in at least three genetic
groups, while AGBs are in two genetic groups. Analysis of molecular variance indicated higher diversity
within populations, with low differentiation between them.

The knowledge about the variability and genetic structure of P. cincinnata presented in this
study is important regarding the elaboration of collection strategies and expeditions to compose
germplasm banks and make in situ and ex situ conservation programs more efficient. A large proportion
of the variability present within populations suggests that fewer populations will be needed for a
representation of P. cincinnata diversity. Material collection from the Anagé population is suggested to

be prioritized since 7 alleles are deprived of this population.
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Figure 1. Passiflora cincinnata, the wild passion fruit, in the native environment of occurrence (A),

with emphasis on flowers and fruits in the process of development (B). Personal collection.




43

Figure 2. Histograms (based on Delta K values) representing the distribution of probable genetic
groups for the 213 Passiflora cincinnata accessions representative of six natural populations and
two active germplasm banks (AGB) collections of Embrapa Cerrados and Embrapa Cassava &
Fruits (A); substructure considering the analysis of the metapopulation (B) and two AGBs (C).
The colors used in the histograms represent the most likely ancestry of the group from which the
individuals were derived.

A 2000
6000
4000
2000
o
: : s s s 71
Number of groups
B 500 N group Popl Pop2 Pop3 Popd Pop5 Pop6 BAG1 BAG2
— 300
E 300 1
g 200 | 0.8
2 e 0.6
g
v 0.4
2 3 4 5 & 7T B 5
Number of groups 0.2
C .. o
600
Pop 1 =Anagé(n° 26) Pop 2 = Encruzilhada (n° 26)
00 Pop 3 = Caetité (n°30) Pop 4= Caculé (n° 28)
200 Pop 5 = Malhada de pedra (n” 30) Pop 6 = Ibiassucé (n° 18)
o e AGB 1 = EMBRAPA - Mandioca e Fruticultura (n® 41)
T 2z &4 s s 1 8 3 AGE 2 = EMBRAPA Cerrados (n” 14}

Number of groups

Figure 3. Scatter plot based on principal coordinate analysis (PCoA). The pie charts represent a
mean of the total gene composition of each evaluated population/collection.
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Table 1. Populations of Passiflora cincinnata sampled in six municipalities in the state of Bahia,

with data on collection site, geographic coordinates, altitude, precipitation, and temperature

Site Geographical coordinates Altitude Precipitation =~ Temperature
m a.s.l. mm °C
Encruzilhada 15°31'38.8" S 40°59'02.6" W 814 649 17-26
Anageé 14°38'50.7" S 41°03'49.2" W 745 595 18-28
Malhada de Pedras 14°14'.55.9" S 42°35.24.9" W 639 781 15-31
Ibiassucé 15°15'.06.0" S 40°15".10.5" W 481 717 18-28
Caculé 14°29'.00.7" S 42°15".66.3" W 676 672 18-28
Caetité 14°06'.24.1" S 42°35'.24.9' W 732 982 17-27
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Table 2. Description and identification of Passiflora cincinnata accessions used in the study

according to the active germplasm bank (AGB) of origin.

Active germplasm bank

(AGB) Code Number of plants Origin
Embrapa Mandioca e BGP200 3 Séo Paulo
Fruticultura BGP300 3 Bahia
BGP-483 2 Mato Grosso do Sul
BGP297 2 Bahia
BGP422 3 Bahia
BGP421 3 Bahia
BGP268 3 Bahia
BGP-279 3 Bahia
BGP-481 3 Bahia
BGP398 3 Bahia
BGP-246 3 Bahia
BGP-243 3 Bahia
BGP-276 3 Bahia
BGP-239 3 Bahia
BGP016 1 Alagoas
Subtotal 41
Embrapa Cerrados CPAC MJ -26-03 (PL1) 1 PMGP CPAC
CPAC MJ -26-03 (PL2) 1
CPAC MJ -26-03 (PL3) 1
CPAC MJ -26-03 (PL4) 1
CPAC MJ -26-03 (PL5) 1
CPAC MJ -26-03 (PL6) 1
CPAC MJ -26-03 (PL7) 1
CPAC MJ -26-03 (PL8) 1
CPAC MJ -26-03 (PL9) 1
CPAC MJ -26-03 (PL10) 1
CPAC MJ -26-03 (PL11) 1
CPAC MJ -26-03 (PL12) 1
CPAC MJ -26-03 (PL13) 1 Minas Gerais
CPAC MJ -26-03 (PL14) 1 Minas Gerais
Subtotal 14
Total 55
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Table 3. Description of 12 ISSR primers, number of observed markers, estimates of polymorphic

information content (P1C), and expected heterozygosity (He) from the genetic characterization of

213 Passiflora cincinnata accessions.

Sequence

Code , ; Number of markers* PIC He
(5'—> 39

DiGA3'T (GA)sT 11 0.29 0.37
DIiCA3'G (CA)sG 14 0.24 0.30
DiCA3'RG (CA)RG 10 0.28 0.35
DIiCA3YG (CA)YG 12 0.31 0.39
TriCAC3'YC (CAC) YC 11 0.33 0.42
TriCAC5'CY (CAC)s CY 11 0.25 0.30
TriGTG3YC (GTG)s YC 13 0.23 0.29
TriACG3'RC (ACG)s RC 13 0.24 0.30
TriCGA3'RC (CGA)s RC 15 0.28 0.35
TriGAC3'RC (GAC)s RC 12 0.30 0.38
TriGCA3'RC (GCA)s RC 11 0.25 0.32
TriGCC3'RC (GCC)s RC 9 0.32 0.40
Total 142 0.28 0.35

*100% polymorphic markers considering the evaluation of 213 Passiflora cincinnata accessions.

Table 4. Descriptive analyses, estimates of polymorphic information content (PIC) and expected

heterozygosity (He), obtained from the characterization of 213 Passiflora cincinnata accessions

based on ISSR primers.

Number  Number Private Rare Polymorphism

Population/Collection accessions markers alleles alleles percentage PIC He
Anagé 26 137 7 4 78.1 021 0.28
Encruzilhada 26 109 0 3 83.5 0.26 0.33
Caetité 30 108 0 0 86.1 0.26 0.33
Caculé 28 114 0 0 78.0 0.24 0.30
Malhada de Pedra 30 115 0 0 77.4 0.24 0.30
Ibiassucé 18 100 0 0 77.0 0.24 0.30
Metapopulation 158 142 36 2 97.9 0.28 0.35
Embrapa Mandioca e, 103 26 3 87.4 023  0.30
Fruticultura

Embrapa Cerrados 14 72 3 0 75.0 0.30 0.38
Active  germplasm  og 106 0 3 95.2 027 033

banks
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Table 5. Analysis of molecular variance (AMOVA) based on ISSR primers for the 213 Passiflora

cincinnata accessions.

DF SS MS Var %
Entre 7 4.453 0.636 0.006 1
Dentro 205 99.105 0.483 0.483 99
Total 212 103.559 0.489 100

PhiPT = 0.012 P(rand > data) 0.001
DF: Degrees of freedom; SS: sum of squares; MS: mean squares; Var: estimated variation; PhiPT: value for genetic
variability for dominant markers, P (rand > data) Probability for PhiPT based on standard permutation across the
entire data set.
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3.2 CAPITULO 3

Caracterizacdo ecogeografica de duas espécies de maracuja (P. cincinnata e P.
setacea) nativas do centro-sul baiano

Thalana S.S. Silva, Messulan R. Meira, Carlos B. Cerqueira-Silva®

*definicdo de coautores e/colaboradores ainda nédo finalizada para esse artigo.

Resumo: Passiflora cincinnata e P. setacea sdo duas espécies nativas do semiarido nordestino
com predominéncia nos biomas Caatinga e Cerrado, com ampla distribuicdo na mesorregido
centro-sul baiano. Essas espécies sdo reconhecidas pela producdo de bioflavonoides, porém,
apesar da importancia terapéutica e nutricional, pouco se conhece quanto aos aspectos
ecogeograficos, morfoldgicos e ecofisioldgicos. Portanto, objetivou-se caracterizar os atributos
fisico-quimico e granulométricos do solo bem como as condigdes edafoclimaticas em 12 locais
(Divisa Alegre, Encruzilhada, Assentamento Primavera, Candido Sales, Vitdria da Conquista,
Anagé, Serra dos Pombos, Malhada de Pedra, Ibiassucé, Caculé, Urandi e Caetité) de ocorréncia
natural de P. cincinnata e P. setacea na mesorregido centro-sul baiano. Os resultados
identificaram os ambientes pertencentes a ecotonos dos biomas Cerrado, Caatinga e Mata
Atlantica. Nestas fitofisionomias, os solos variam entre cambissolo, latossolo e planossolo e
apresentam textura arenosa com pH &cido. Também apresentam caracteristicas ecogeograficas
variadas com altitudes entre 481 e 929 metros, precipitacdo entre 478 e 1.644 milimetros e
temperatura média variando entre 15 e 31 graus. Os locais com temperaturas médias de até
28°C, altitude entre 670 e 860 m, pH 4,3-5,11, saturacdo por base <50 e H+Al entre 2-5,
favorece as duas espécies. Temperaturas altas de até 31°C, pH entre 5 e 6, saturagdo por base >
50 e H+AI<1,5, favorece P. cincinnata. E ambientes com temperaturas de até 27°C, altitudes
superiores a 900 m, pH médio de 4,5, saturacdo por base média de 30 e H+Al média de 3,
favorece P. setacea.

Palavras-chave: Adaptacdo ambiental, ecogeografia, recursos genéticos, Passiflora
cincinnata, Passiflora setacea.

Abstract: Passiflora cincinnata and P. setacea are two native species from the northearstern
semiarid region, predominantly in the Caatinga and Cerrado biomes, with wide distribution in
the central-southern mesoregion of Bahia state. These species are recognized for the production
of bioflavonoids, however, despite their rherapeutic and nutritional importance, litle is known
about ecogeographic, morphological and ecophysiological aspects. Therefore, the goal was to
characterize the physiochemical and granulometric atributes of the soil as wel as the
edaphoclimatic condidions in 12 locations (Divisa Alegre, Encruzilhada, Assentamento
Primavera, Candido Sales, Vitoria da Conquista, Anagé, Serra dos Pombos, Malhada de Pedra,
Ibiassucé, Caculé, Urandi and Caetité) of naturally occurring Passiflora cincinnata and
Passiflora setacea in the central-southern mesoregion of Bahia. The results identified the
environments belonging to the ecotones of the Cerrado, Caatinga and Mata Atlantica biomes.
In these phytophysiognomies, the soils varied between cambisol, oxisol and planossol and
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presented a Sandy texture with acidic pH. They also have varied ecogeographic characteristics
with altitudes between 481 and 929 meters, precipitation between 478 and 1.644 milimeters
and average temperature ranging between 15 and 31 degrees. Sites with average temperatures
of up to 28 degrees, altitude between 670 and 860 meters, pH between 4.3 and 5.11, base
saturation smaller than 50 and H+Al between 2-5 favor both species. High temperatures up to
31 degrees, pH between 5 and 6, base saturation bigger than 50 and H+Al smaller equal 1.5
favor P. cincinnata. And environments with temperatures of up to 27 degrees, altitudes above
900 meters, average pH of 4.5, average base saturation of 30 and average H+Al of 3, favors P.
setacea.

Keywords: Environmental adaptation, ecogeography, genetic resources, Passiflora cincinnata,
Passiflora setacea.

Introducéo

O género Passiflora € 0 mais importante da familia Passifloraceae. No Brasil, existem
uma grande diversidade concentrada na regido Centro-Norte do pais, com aproximadamente
120 espécies (LEAL et al., 2020; PEREIRA et al., 2015). Desse numero, estima-se que 83 sejam
endémicas e de alto valor nutricional (FALEIRO et al., 2005). Em que 44 espécies ocorrem no
estado da Bahia com ampla distribuicdo (BERNACCI et al., 2020). Dentre as espécies
economicamente Vvidveis estdo os maracuja-do-mato (Passiflora cincinnata Mast.) e o

maracuja-do-sono (Passiflora setacea DC.).

Passiflora cincinnata, é nativa do semiarido nordestino, possui flores arroxeadas com
frutos verde-palha opaca (MONTE; SANTOS, 2021). Os frutos possuem sabor acido com
aroma frutado devido aos ésteres presentes nos volateis da polpa (D’ABADIA et al., 2020).
Toda a espécie é rica em bioflavondides com alta atividade antimicrobiana contra
Staphilococcus aureus e controle de bactérias patogénicas, antioxidante, anti hepatotoxica, anti
ulcerogénica, anti inflamatoria e sedativa (LEAL et al., 2020; COSTA et al., 2020).

Passiflora setacea D.C. também é silvestre, predominante nos biomas Caatinga e
Cerrado (OLIVEIRA; RUGGIERO, 2005). Possui flores brancas de aroma floral e adocicado
contendo monoterpenos Trans-B-Ocimeno, composto responsavel pela visitagdo dos
quirdpteros nectarifagos, seu agente polinizador efetivo (DE OLIVEIRATEIXEIRA et al.,
2019; RANGEL JUNIOR, 2018; EMBRAPA, 2015; SIQUEIRA et al, 2009). Também ¢&
produtora de flavonoides de alto valor anti-inflamatorio e antioxidante, neuroprotetor,
ansiolitico, antidepressivo e hipoglicemiante (DUARTE et al., 2020; DE CARVALHO et al.,
2018; GOMES et al., 2017).
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As duas espécies possuem ampla distribuigdo nas regides nordeste e sdo resistentes a
seca prolongada e ao ataque de fitopatdgenos (CARMO et al., 2017; ATAIDE et al., 2012).
Esses atributos fazem dessas plantas promissoras para a producdo de cultivares resistentes e
altamente produtivos. Porém, ainda carecem de estudos quanto a morfologia reprodutiva e
aspectos fisioldgicos (SANTOS et al., 2016). A falta de informagdes sobre as espécies € devido
a perda de habitat, o que levou a vulnerabilidade ambiental com consequente perda de
populacdes nativas provocados pelas atividades antropicas. Entretanto as plantas restantes

encontram-se em processo de adaptacao ao atual cenario ecossistémico (LEAL et al., 2020).

Para evitar a erosdo genética vegetal, muitas espécies tém sido mantidas em colecdes ex
situ de forma cultivada. Entretanto a melhor forma de conservar esses recursos é manté-los em
seu ambiente de origem. Mas para isso, caracterizar ecogeograficamente e conhecer a influéncia
das questbes antropicas nas populacdes nativas de interesse econdmico faz-se necessario. Uma
vez que nao é possivel conservar de forma ex situ todas as plantas, pois a manutencéo do banco
de germoplasma exige recursos e mao de obra qualificada o que onera o custo (ZONNEVELD
etal., 2018).

Portanto, informagdes dessa natureza norteard estudos continuados de diversidade e
melhoramento genético no &mbito de manejo e conservacdo dessas espécies. Tornando a
exploracdo desses recursos mais consciente e garantindo a permanéncia do ecossistema o mais
préximo possivel do original para atender as futuras geracbes (ZONNEVELD et al., 2018;
ZHIVOTOVSKY et al., 2015; GRAUDAL et al., 2014). Diante do exposto, objetivou-se
caracterizar os atributos fisico-quimico e granulométricos do solo bem como as condicGes
edafoclimaticas em 12 locais de ocorréncia natural de P. cincinnata e P. setacea na mesorregido

centro-sul baiano.
Material e Métodos

O estudo foi conduzido de janeiro de 2019 a Julho de 2020 em 12 locais de ocorréncia
de P. setacea e P. cincinnata na mesorregido sudoeste da Bahia. A regido é caracterizada pelo
clima semiéarido cujo bioma predominante ¢ Caatinga. A vegetacao da regido € composta por
especies herbaceas, arboreas e arbustivas xeromorfitas (PRADO, 2003). Os ambientes foram
previamente localizados por meio de consulta as informagdes contidas no banco do INCT-
Herbario virtual da Flora e dos Fungos e pelo sistema de informagdes de cole¢des cientifica
SpeciesLink e por meio de caminhada na regido. Os locais de ocorréncia foram identificados
por GPS (Global Positioning System) Oregon 550 Garmi®, pelo qual foi determinado as
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coordenadas geograficas (Latitude e Longitude) e dados de altitude. A partir dessas
coordenadas efetuou-se a confecgdo da carta tematica com os pontos de ocorréncia das espéecies

nos 12 locais da mesorregiao.

Os dados para a confeccdo da carta foram extraidos dos arquivos vetoriais
disponibilizados pelo IBGE (2021), os quais foram importados para o SIRGAS 2000 (Sistema
de Referéncia Geocéntrico para as Américas) cujo codigo EPSG foi 0 31983 com projecéo
Datum em UTM zona 23s. Para classificacdo dos ambientes de ocorréncia das espécies,
identificou-se o bioma, o tipo de vegetacdo, a precipitacdo média anual e temperatura média
anual, utilizando cartas tematicas disponibilizadas pelo IBGE (IBGE, 2021).

Em cada local de ocorréncia das espécies, coletou-se material botanico. O critério
utilizado nessa etapa foi coletar exemplar florido para confeccdo de exsicatas e coletar folhas
jovens e tecido meristematico para futuro estudo genético molecular. A populagdo que
apresentou mais de 60 individuos, foi coletado amostras de 30 individuos e as popula¢es com

baixa densidade populacional, coletou-se um exemplar de cada individuo representativo.

Para as analises das propriedades quimicas do solo, foram realizadas amostragens e cada
local de ocorréncia na camada de 0-20 cm de profundidade, com o auxilio de um trado holandés,
sendo realizadas cinco tradagens por local para formar cada amostra composta. As amostras
foram encaminhadas ao Laboratério de Anélise de Solos Campo®- Paracati-MG onde foram
realizadas as andlises quimicas e granulométricas. As determinacgdes analiticas foram obtidas
segundo as marchas de extracdo e determinacao proposta pela Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria (EMBRAPA, 1997) as quais estdo de acordo com os métodos analiticos
recomendados pela Comissao de Fertilidade do Solo. Os solos foram classificados de acordo o
Sistema de Classificacdo de Solos Brasileiro (SANTOS et al., 2018).

Os dados das analises quimica e granulométrica dos locais de ocorréncia das espécies
foram submetidos a andlise da componente principal (ACP). Primeiramente as variaveis foram
submetidas a correlagdo de Pearson (r) (p<0,05), a fim de verificar se as mesmas possuiam
correlagdo minimas o suficiente que justificassem seu uso na matriz de dados. A retencdo dos
eixos da ACP a serem interpretados foi pela reducdo do conjunto de dados em combinacdes
lineares, gerando escores em torno de 90% da variacdo total. O que permitiu identificar as
propriedades quimicas mais relevantes na discriminacao dos diferentes locais de ocorréncia. A
partir da matriz de correlacdo gerada, foi possivel separar grupos com base em suas medidas.

Esta analise foi realizada utilizando o software estatistico Ntsys-pc 2.1 (ROHLF, 2000).
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Resultados e Discussao

Os 12 ambientes de coleta estdo localizados na mesorregido centro-sul (ou sudoeste)
Baiano, pertencente a quatro microrregides, a de Guanambi (Caculé, Caetité, Ibiassucé e
Urandi), de Brumado (Malhada de Pedras), de Vitoria da Conquista (Vitdria da Conquista,
Anagé, Serra dos Pombos, Candido Sales e Divisa Alegre) e de Itapetinga (Encruzilhada e

Assentamento Primavera) (Figura 1).
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Figura 1: Localizag&o e classificacdo do solo de 12 locais de ocorréncia das espécies Passiflora

cincinnata e P. setacea na mesorregiao centro-sul Baiano.

Os solos nos 12 locais de coleta variaram entre cambissolo, latossolo e planossolo
(Tabela 1). A maioria dos locais (CS, MP, IBI, CAE, DA, CAC e AP) apresentaram Cambissolo
eutréfico. Caracteristicas distréficas foram observadas em ENC, sendo que CS apresentou
caracteristicas intermediarias entre esses dois tipos. VCT apresentou caracteristicas de latossolo
amarelo distrofico, ANA e SEP de Latossolo vermelho amarelo eutr6fico. O ambiente de URA
apresentou solo com caracteristica de Planossolo eutréfico. Todos esses ambientes estdo
inseridos no poligono da seca que segundo Kopper essa mesorregido € tipica de semiarido —

Bsh. Essas microrregifes sdo banhadas pelas bacias hidrograficas do rio Sdo Francisco e rio
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Verde Grande (CAE, URA), rio Pardo (CS, ENC, AP, VCT, DA, SEP) e rio de Contas (ANA,
MP, CAC, IBI). Sendo VCT banhado pelas bacias do rio pardo e do rio de contas.

Tabela 1: Localizacdo e condic¢des climéticas de 12 locais de ocorréncia das espécies Passiflora

cincinnata e P. setacea na mesorregiao centro-sul Baiano.

Codigo Local* Coordenadas Classe Solo Alt. Prec. Temp. N° Registro

(m) (mm) (°C) PS PC PS PC

DA D. Alegre  15°40°47.2” 41°19°18.5” Bsh-CXbe 920 1.644 17 -27 30 - HUESBVC9166

ENC Encruzilhada 15°31°38.8” 040°59°02.6” Bsh-CXbd 814 649 17 -26 14 30 HUESBVCI165

AP A.Primavera 15°37°15.3” 040°49°59.4” Bsh-CXve 823 649 17-26 - 30

CS C.Sales  15°40°82.5” 41°19°35.5” Bsh-CXbdbe 929 599 17-27 30 - HUESBVCI164

VCT V. Conquista 14°50°37.6” 040°53°59.7” Bsh-LAd 865 711 17-26 30 30 HUESBVC9163

ANA Anagé 14°36°32.7” 041°07°48.2” Bsh-LVAe 537 478 19-30 - 30 HUESBVC9162
SEP  S.Pombos 14°38°50.7” 041°03°49.2” Bsh-LVAe 745 595 18-2830 -

MP M.Pedra  14°14°.55.9* 42°35°.24.9° Bsh-CXbe 639 781 15-31 - 30

IB

Ibiassucé  15°15°.06.0° 40°15°.10.5° Bsh-CXbe 481 717 18-28 - 20

CAC Caculé 14°29°.00.7 42°15°.66.3° Bsh-CXbe 676 672 18-28 30 30

URA Urandi  14°06°.24.1° 42°35°.24.9° Bsh-SXe 807 505 19-30 - 04

CAE Caetité  14°06°.24.1> 42°35°.24.9° Bsh-CXbe 732 982 17-27 22 30 HUESBVC9167

*D. Alegre= Divisa Alegre; C. Sales= Candido Sales; V. Conquista; Vitoria da Conquista; S. Pombos= Serra dos Pombos e M. Pedra= Malhada
de Pedra. PS= Passiflora setacea, Pc= Passiflora cincinnata; N°= Numero de individuos coletados por local.

Alt.= altitude, Prec. Precipitagdo anual, Temp. Temperatura média minima e média maxima anual, CXbe=Cambissolo haplico Tb eutréfico,
CXve= Cambissolo héplico Ta eutréfico, CXbd= Cambissolo haplico Th distréfico, SXe=Planossolos haplicos eutréfico, Bsh= Semiarido

quente (SANTOS e tal., 2018; IBGE, 2021).

Os ambientes de ocorréncia do maracujazeiro variaram de baixas altitudes (IB1=481m)
até altitudes mais elevadas (CS=929m). O gradiente de temperaturas variou de 15°C a 31°C.
As maiores temperaturas ocorrem em ANA e as menores temperaturas em ENC e AP. A maior

precipitagdo ocorre em DA com 1.644 mm.ano-%, enquanto a menor em ANA com 478 mm.ano-
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1 (Tabela 1). Embora a regido de DA seja tipica de semiarido, € o unico local limitrofe de
mesorregido norte de Minas e centro-sul baiano. A vegetacdo desse ambiente é de Mata
Atlantica, mas devido as atividades antropicas, as plantas desenvolveram plasticidade de
xeromorfismo tipicas de Cerrado. Caracteristicas semelhantes foram observadas em VCT e SEP
que com a alteracdo no ciclo hidrologico, a Mata Atlantica convergiu para mata de cipdé com
remanescentes de Cerrado, logo a vegetacdo atual é mata secundaria com ecétono entre 0s
biomas Caatinga, Cerrado e Mata Atlantica (MUY LAERT et al., 2018).

O principal motivo pela alteracdo na conformacdo vegetal nas ultimas décadas foi o
desmatamento para dar espaco a agricultura irrigada (CUNHA et al., 2019). CS, ENC, AP
também predominam vegetacdo de Mata Atlantica, porém com o passar do tempo, houve
reducdo na precipitacdo, o que levou a adaptacdo da vegetacdo a ambiente seco (CUNHA et al.,
2019; MUYLAERT et al., 2018). Esses trés ambientes assim como ANA e CAC que tem
vegetacdo de ecotono entre Mata Atlantica e Caatinga, tém em comum a presenca de solos rasos
e pedregosos com histérico de mineracdo (CUNHA et al., 2019). URA e CAE possuem
fitofisionomia de Caatinga e Cerrado, IBI apesar de possuir predominancia de Caatinga, possuli
espécies arborea-arbustivas tipicas de Cerrado.

Todas essas regides ttm em comum o desmatamento para fomentar a economia local
que é baseada na agropecuéria e agricultura familiar de subsisténcia, sendo comum encontrar
maracuja nativo (Passiflora setacea D.C. e Passiflora cincinnata Mast.) sob cultivo em algumas
propriedades rurais conforme observacdo in locu. Os ambientes além da agropecuéria e
agricultura familiar, também tém em comum como atividade econémica o desmatamento para
geracdo de energia ceramista e mineracao para extracao de argila (ALMEIDA, 2020; CUNHA
etal., 2019; FARIAS et al., 2013).

Quanto a ocorréncia e densidade populacional foi possivel observar variagdo para as
duas espécies (Tabela 1). N&o houve registros de Passiflora cincinnata em DA e CS. Ja em
IBI e URA, observou-se baixa densidade populacional com 20 e 4 individuos, respectivamente.
O numero reduzido de individuos nesses dois ambientes é resultado do forte antropismo na
regido, em que a populacédo de IBI ocorre na beira de estrada com hastes ramificadas ao longo
de cercas e préximo ao lixdo. E a regido de URA é ocupada por gado, onde essa pratica de uso
e ocupacéo de solos é tradicional em areas de Cerrado e Caatinga principalmente na estacao
seca, cuja fonte de alimento para o gado € escassa (KLINK; BRAGA et al., 2016; MACHADO,
2005; MACHADO, 2004). Entretanto, durante a expedi¢éo de coleta, observou-se ramos secos
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da planta ao longo das estradas rurais com frutos secos no chdo, porém sem parte aérea passiva
de coleta. Essa observacdo enfatiza que a espécie floresce na estacdo chuvosa, completando seu
ciclo reprodutivo seguido de senescéncia na estacao seca, sendo esta caracteristica tipica das
espécies nativas da regido que, de acordo Kopper-Geiger o clima de semiarido quente €
reconhecido pelas duas estagdes bem definidas, a de verdo chuvoso e a de inverno seco (BLUE
PLANET BIOMES, 2021; ALVARES et al., 2013).

Para a Passiflora setacea, ndo houve registro da espécie em quatro locais (IBI, URA,
MP e ANA). Populacdes pequenas foram registradas em AP e CAE com 14 e 22 individuos,
respectivamente. Em AP, trata-se de um assentamento de Sem Terra no municipio de
Encruzilhada. Entretanto, nesse mesmo ambiente hd ocorréncia de plantio de mandioca
(Manihot sp.), inferindo que a populacdo da espécie seja proveniente de colegdo ex situ de
iniciativa particular, prépria do assentamento. Ja no municipio, populacdo identificada como
ENC, observou-se alta densidade populacional na beira de estrada, perimetro urbano com

muitos frutos e flores.

Em CAE, o motivo pela baixa densidade pode ser explicado pelo fato de o maracuja
ocorrer nas entrelinhas de mandiocal em terreno cercado com arame. As demais areas rurais do
municipio estdo circundadas por plantio de eucalipto com muitos trabalhadores locais
envolvidos no processo de plantio e corte da monocultura. Com isso, infere-se que embora o
Herbério Virtual da Flora e dos Fungos tenha registrado a ocorréncia da espécie nessa regido
conforme coleta realizada em 2001 por Correia sob registro de exsicata CEPEC 109613, ao
longo desse periodo, a vegetacdo nativa foi substituida por agricultura familiar e por empresa
de celulose e carvédo vegetal, sendo essa pratica cada vez mais comum nas ultimas décadas
(PEREIRA et al., 2015). Entretanto se houvesse ocorréncia da espécie na regido seria facilmente
reconhecida, pois diferente da P. cincinnata, a P. setacea floresce na estacdo seca, data da
realizacdo da coleta, conforme observado por Ataide e colaboradores (2012) ao reportarem que

a abertura floral ocorre em periodos de dias curtos no inverno, entre junho e setembro.

Em acessos melhorados da espécie P. setacea como a cultivar BRS Pérola do Cerrado,
ha variacdo no ciclo reprodutivo. No estado de Goiés por exemplo, o florescimento sob cultivo
ocorre entre janeiro e junho e frutificacdo entre agosto e dezembro (TEIXEIRA et al., 2019). J&
no municipio de Seropédica no Rio de Janeiro, 0 maior nimero de flores foram registrados em
novembro e dezembro (RANGEL JUNIOR, 2018).
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Como meio de localizagdo das populagdes em campo, além da consulta ao Herbéario
Virtual e ao Specieslink®, observou-se também que a erva baleeira (Varronia curassavica
Jacq.), espécime da familia Boraginaceae, € uma bioindicadora de ambientes de ocorréncia da

Passiflora setacea D.C., pois em todos 0s ambientes registrou-se a presenca de ambas espécies.

Estudos de diversidade genética realizados por Pereira et al. (2015) com acessos de P.
setacea coletados em 12 ambientes diferentes do presente estudo, porém na mesma
mesorregido, foi observado também baixa representatividade com poucos individuos por local,
0 que evidencia o comprometimento das populagdes naturais pelas atividades humanas. Os
autores ainda enfatizam a necessidade desta ser conservada tanto ex situ quanto in situ, uma vez
que a populacdo de VCT foi a Unica que apresentou exclusividade de alelo, inferindo um

provavel efeito fundador em ambiente altamente antropizado.

Quanto a classificacao dos solos, esses apresentaram caracteristicas franco arenoso (em
4 acessos: CAC ,CAE, IBI, MP com 19% de argila), franco argiloso arenoso em 5 acessos
(ANA, VCT, ENC, URA, AP com 34% de argila) e 3 argiloso (acessos SEP, DA e CS com
50% de argila). Segundo a classificacdo dos solos do estado da Bahia, os solos da regido sao
considerados cambisolo héaplico devido a topografia irregular e montanhosa e sem horizonte
superficial de acido himico (IBGE, 2021). A textura franco, tipica de solo intermediario, onde
a granulometria mantém uma proporcdo média de pelo menos 30% argila, 25% limo e 45%
areia (SANTOS et al., 2018). O que diferencia o solo ¢ a atividade da argila que varia entre
distréfico, de baixa atividade e eutrofico de alta atividade, sendo esse Gltimo também de maior
fertilidade. Dentro dessa classificagdo, apenas CAC e CAE possuem argila de alta atividade
(Ta) e fertilidade. Os demais possuem argila de pouca atividade e fertilidade (Th),

respectivamente (Figura 1).

A baixa atividade da argila esta diretamente atribuida ao potencial hidrogeniénico dos
coldides do solo. Onde o pH em agua nos 12 locais de ocorréncia de maracuja apresentou
caracteristicas de solos acido, porém com variacdo na acidez, indo desde muito alta como em
CS e AP (pH=<4.5); acidez elevada em SEP, DA e ENC (pH entre 4.36 a 4.54); acidez media
em MP, IBI, VCT e CAC (pH H20 entre 5.05 a 5.41) e até acidez fraca como observado em
ANA e URA (pH=6.03 e 6.25) (Tabela 2).
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Tabela 2: Atributos quimicos do solo de 12 locais de ocorréncia das espécies Passiflora

cincinnata e P. setacea na mesorregido centro- sul Baiano.

Atributos quimicos do solo

Acesso Local* pHH20 pHCa Pmeh K Ca Mg* APF* H+AICTC m V MO C

mg dm3 cmoc dm3 % dag Kg*
DA D. Alegre 451 411 030 11586 045 035 0.61 314 424 36 26 0.98 0.6
ENC  Encruzilhada 436 4.05 289 122.04 0.14 0.39 055 569 7.78 21 27 3.40 2.0
AP A. Primavera 435 402 205 15250 1.02 0.80 0.73 6.02 823 0 27 3.78 2.2
CS C. Sales 422 381 125 18294 121 044 025 330 542 11 39 1.350.8
VCT V. Conquista 511 455 551 17197 199 0.62 0.01 39 701 0 44 298 1.7
ANA Anagé 6.03 572 559 21898 186 0.68 0.10 0.83 393 0 79 0.800.5
SEP S. Pombos 454 391 189 171.70 146 0.67 058 503 7.60 18 34 2.07 1.2
MP M.Pedra 5.05 4.39 1249 17138 046 051 010 124 265 0 53 043 0.6
IBI Ibiassucé 518 466 343 4461 136 038 010 173 358 0 52 1.04 0.6
CAC Caculé 541 481 1516 24532 205 0.74 010 281 6.2325 55 21412
URA Urandi 6.25 5.95 12.44 33221 8.87 358 0.10 1571487 0 89 197 11
CAE Caetité 518 421 162 26.34 027 011 0.03 206 25136 18 0.77 04

*D. Alegre= Divisa Alegre; C. Sales= Candido Sales; V. Conquista; Vitdria da Conquista; S.

Pombos= Serra dos Pombos e M. Pedra= Malhada de Pedra

A saturacgdo por aluminio (m%) foi melhor representada em CAE e DA=36. Os acessos

ANA, MP, VCT, IBI e URA né&o apresentaram saturacdo por aluminio com m%-=0. Os solos da

regido sdo pobres em matéria organica, na qual apresentou-se baixa, em que o maior teor de

matéria organica foi obtido em AP=3.78.

Os atributos fisico-quimicos do solo, sdo melhor representados pela analise dos

componentes principais (ACP) e analise discriminante. Essa analise sumariza as variaveis

fisico-quimicas nos dois primeiros componentes principais (CP). Em que esses foram retidos
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para interpretacdo, com autovalores acumulados de 89,98% da variancia de todas as variaveis.
O primeiro componente explicou 61,46% da variabilidade para todas as amostras. Os atributos
avaliados com maior carga fatorial no primeiro componente foram: pH em calcio, célcio,
magnésio, CTC em pH 7 e saturacdo por base, com escores variando entre 0,94 a 0,98. O
segundo componente explicou 28,51% da variabilidade. Os atributos que contribuiram para a
explicacdo deste componente foi a argila e acidez potencial (H+Al) com escores negativos de -
0,939 e-,0728 e o carbono organico (C) com escore positivo de 0,865 (Tabela 3).

Tabela 3: Atributos quimicos e fisicos do solo com os autovalores dos componentes principais

dos 12 locais de coleta de Passiflora sp. na mesorregido centro-sul baiano, Brasil.

Componentes da variancia indices de solo
CP1 CP2
Variabilidade (%) 61.46 28.51
Variabilidade acumulada (%) 61.46 89.98
Variaveis MédiatDP Carga fatorial
pH em Ca 4.64+0.68 0.970 0.003
pH em H,0 5.13+0.65 0,789 -0,625
Fésforo (Remanescente mg L-1) 9.58+15 0.679 0.644
Potassio (K em mg dm) 163+83 0.742 -0,246
Célcio 1.76+2.33 0.987 -0.194
Magnésio 0.77+0.9 0.985 -0,237
Acidez trocavel (Al cmolc dm) 0.27+0.26 -0.674 -0.436
Acidez potencial (H+Al em cmolc dm) 3.12+1.75 -0.798 -0.728
Saturagdo por aluminio (m em %) 13.36+14 -0.503 -0.719
CTCempH 7.0 (T em cmolc dm-3) 6.17+3.4 0.946 -0.059
Saturacdo por base (V em %) 45.25+21.7 0.945 -0.531

Matéria Organica (MO em dag Kg-1) 1.80+61 0.017 -0.278
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Carbono Organico (C em dag Kg-?) 1.07+0.61 -0.427 0.865
Avreia grossa (g Kg-1) 57.95+17 0.381 -0.249
Silte (dag Kg-?) 7.7145.66 -0.391 -0.118
Argila (dag Kg-?) 40.28+24 -0.230 -0.939

*DP= Desvio Padrdo; CP= Componente principal

Na andlise da componente principal (CP-1) é possivel observar a proximidade desses
acessos em funcdo da acidez. Onde o pH em calcio dos acessos SEP, DA e ENC variou entre
(pH Caentre 3.91 a 4.11) e a acidez trocavel de (AI**=0.58) (Figura 2).

CAE
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Figura 2: Analise da Componente Principal dos atributos fisicos e quimicos do solo de 12 locais
de ocorréncia natural de Passiflora setacea D.C. e Passiflora cincinnata Mst. na mesorregido

centro-sul baiano

Assim como os acessos CAE e IBI estdo proximos (quadrante 2) por terem apresentado
acidez média entre 4.01-6.0 (pH Ca=4.21 e 4.66 pH H>O= 5.18) e acidez trocavel muito baixa,
inferior aos demais (AI**<0.03 e 0.1). Esses dois acessos também apresentaram 0s menores

valores de potassio dentre os acessos com k=26.34 e 44,61. Os demais acessos localizados nos
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quadrantes 1 e 4 apresentaram alto teor desse elemento com K>120, no qual apresentou alta
carga fatorial com r=0,742 (Tabela 3). Portanto, a aloca¢do do potéssio no grafico proximo do

centrdide, infere forte relacdo com todos os locais de coleta (Tabela 2; Figura 2).

Além do potéssio, outros macronutrientes também foram retidos para explicar a
distribuicdo dos acessos nesses dois quadrantes. Todos 0s acessos dos ambientes pertencentes
ao quadrante 1 apresentaram acidez média (MP e CAC) e fraca (ANA e URA) e teores de
fosforo superior a 12 (Tabela 2). Esses locais também apresentaram a melhor saturacdo por
base. URA por exemplo, apresentou o maior teor de célcio e magnésio (Ca= 8.87 e Mg?*=3,58)
e juntamente com o acesso ANA, obtiveram a melhor saturagdo por base (ANA ¢ URA V>80)
(Tabela 2). J& CAC e MP apresentaram V um pouco inferior, mas também foram considerados
com valores satisfatorio de classificacdo média para analise de solos com V=53 e 55. Nao
obstante, ANA também se destacou com o maior valor de fésforo (P=55,9). Os acessos: MP,
URA, CAC, apresentaram valores proximos de fosforo, com média P=13,4 (entre 12, 4 a

15,16) e os demais acessos apresentaram valores inferiores a P<6 (com média de 2.26).

A maioria dos acessos que apresentaram baixa saturacéo por base (V) foram alocados
no segundo quadrante (SEP, ENC, DA, CAE), cujo teor foi V<35. Com excec¢do do AP que
estd no quadrante 4 e também apresentou V baixo (V=27) e para IBI que embora esteja alocado
no quadrante 2, apresentou saturacdo mediana (V=52). Para esses dois acessos a acidez
potencial e CTC em pH 7 foram inversamente proporcionais, sendo baixas para IBI
(H+AI=1.73; CTC pH7=3.58 e boa e média para AP (H+Al=6.02; CTC pH7=8.23) (Tabela 2).

Entretanto AP foi o Unico ambiente explicado pela CP-2, por ter apresentado forte
relacdo com os parametros MO e C, com 3.78 e 2.02, o que faz dessas varidveis estarem
posicionadas préximos do eixo na CP-2 (Figura 2). O teor de matéria organica mostrou-se
extremo nos quadrantes 1 e 4, sendo que o local MP apresentou 0 menor teor (MO=0,4)
(quadrante 1) e AP o0 maior valor para esse parametro. Embora mais distantes e na parte superior
do eixo, além do atributo H+Al e CTC conforme mencionado, o AI** também apresentou o
maior valor para esse local com (0.73), no qual foi considerado pela interpretacédo de fertilidade
do solo junto a esses parametros como de valor médio (SANTOS et al., 2018). Essa observacao
justifica essas duas variaveis (MO, C) terem sido retidas para explicar a componente principal
CP- 2, bem como H+Al, também ter apresentado alta carga fatorial com relacdo negativa para

os dois componentes principais.
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Dessa forma, assim como os demais atributos do solo foram explicados pela ACP, a
granulometria também corrobora o agrupamento dos ambientes de acordo a classificacdo do
solo. Para fins didaticos, a relacdo eutrofica e distrofica é baseado nos indicativos de soma de
bases trocaveis expressas em porcentagem de capacidade de troca de cations. Essa classificacdo
corrobora aos resultados dos atributos fisico-quimicos do solo para os locais que sdo
classificados como eutroficos por terem apresentados saturacdo por base (V) >50%, excecao
foi para DA que apresentou V<50% e foi considerado como eutréfico. Geralmente os solos
distroficos sdo pobre em cations como Ca?* Mg?* e K* (MP, DA, CAE, ENC < Ca?*, IBI, CAE
< K* e CAE e DA < Mg*), porém nenhum local apresentou elevados teores de aluminio
trocavel e nem saturacdo de aluminio >50% que justificasse o solo muito pobre, pois todos 0s
ambientes apresentaram acidez trocavel (AI**) <0.6 e saturacdo por aluminio (m%) <36.
Portanto, os solos nao sdo considerados acidos ao ponto de provocarem toxicidade a vegetacao
(RONQUIM, 2010; SANTOS et al., 2018). O que se espera para boa produtividade agricola do
maracujé é V% entre 50 e 80% (ANA, MP, IBI, URA, CAC) e pH entre 6,0 € 6,5 (ANA e URA)
(RONQUIM, 2010). Entretanto os melhores indices de fertilidade quanto aos valores de calcio
e magnésio em URA e juntamente com ANA os melhores pH, saturacéo por base e potassio,
pode ser explicado pela ndo lixiviagdo de seus elementos em funcdo desses dois locais terem
apresentado as menores precipitacio anual (478 e 505 mm.ano™) (Tabela 1).

Os resultados obtidos corroboram a literatura ao reportar que a espécie Passiflora
cincinnata Mast. desenvolve-se em grande parte dos solos argilo-silicosos ou silico-argiloso,
mas suporta qualquer tipo de solo e mantem boa produtividade (MONTE; SANTQOS, 2021). A
P. setacea também possui boa abrangéncia, porém apresenta dorméncia tegumentar e presenca
de arilo, o que faz a espécie ser ortodoxa e suportar longos periodos de estiagem, mantendo
suas sementes viaveis com até em 4,7 % de umidade (PADUA, et al., 2011). As diferentes
caracteristicas ecofisioldgicas dessas espécies fazem delas boas prestadoras de servicos
ecossistémicos por resistirem condi¢des ambientais variadas e extremas e por alimentarem a
fauna local em periodos secos, podendo serem Uteis tambeém na recuperacdo de areas
degradadas (BRAGA et al., 2016; PEREIRA et al., 2015).

Contudo, o conhecimento das condi¢des edafoclimaticas e ecogeogréficas, bem como
analise multivariada dos atributos fisico-quimicos dos solos dos 12 locais de ocorréncia,
enfatizam que as duas espécies de maracuja sdo ecotipos bem adaptados. As caracteristicas

tipicas do género representado por essas especies nos ambientes estudados sdo: altitudes e
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indice pluviométricos variados, solos rasos, acidos, arenosos, pobres em matéria organica, com
baixa saturagdo por aluminio.

Porém com as diferentes atividades antropicas praticadas na mesorregido centro-sul
baiano, conforme observacao in loco, verificou-se registros de frutos verdes e desidratados no
chdo como indicios de extrativismo (SANTOS et al., 2021). Segundo Oliveira Junior e
colaboradores (2010) e Paiva e Santos (2021) tal atividade € uma excelente opcao de renda para
os agricultores de pequeno porte, contudo, essa pratica extrativista tem levado a reducdo das
populacgdes, com poucos individuos por local de coleta, bem como a dificuldade de frutos para
banco de sementes e alimentagéo da fauna local (BRAGA et al., 2016; PEREIRA et al., 2015).
Embora essas espécies ndo estejam em extingdo, estdo sob ameagas, sendo necessario estudos
de caracterizacdo genética dessas populacdes para selecdo de gendtipos que apresentem
critérios genéticos como alta variabilidade e genes de resisténcia as doencas para serem

incorporados aos bancos germoplasmas.

Concluséo

As espécies Passiflora setacea e P. cincinnata, possuem ampla distribuicdo dentro da
mesorregido centro-sul baiano e densidade variada, composta por populacdes de poucos
individuos (<100). Apresentam caracteristicas ecogeograficas variadas quanto a topografia,
temperatura, pH, saturacdo por base e acidez potencial.

Os locais com temperaturas médias de até 28°C, altitude entre 670 e 860 m, pH 4,3-
5,11, saturacdo por base <50 e H+Al entre 2-5 (CAC, CAE, ENC e VCT) favorece as duas
espécies, enquanto que temperaturas altas de até 31°C, pH entre 5 e 6, saturagdo por base > 50
e H+AI<1,5 (URA, MP ¢ ANA) favorece P. cincinnata e nos ambientes com temperaturas de
até 27°C, altitudes superiores a 900 m, pH médio de 4,5, saturacao por base média de 30 e H+AI

média de 3 (CS e DA), favorece P. setacea.
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3.4 CAPITULO 4

Determinacdo de compostos fendlicos e flavonoides totais e avaliacdo da capacidade
antioxidante em espécies silvestres (Passiflora cincinnata Mast. e Passiflora setacea DC)

de maracujzeiros.

Thalana S.S. Silva, Messulan R. Meira, Carlos B. Cergueira-Silva®

*definicdo de coautores e/colaboradores ainda ndo finalizada para esse artigo.

Resumo: Considerando 0s compostos quimicos ja identificados em espécies do género
Passiflora, bem como o0s potenciais compostos existentes em espécies adaptadas a condi¢des
especificas de estresse, objetivou-se determinar os teores de compostos fendlicos e flavonoides
totais e avaliar a capacidade antioxidante dos extratos de folhas das espécies Passiflora
cincinnata e Passiflora setacea presentes em popula¢des naturais no Sudoeste da Bahia, Brasil.
Ap0s obtencdo dos extratos das folhas por percolacdo exaustiva com etanol 80%, procedeu-se
com as analises em triplicata. A determinacdo dos fenolicos e flavonoides totais foi feita por
espectrofotometria. A avaliagdo da atividade antioxidante foi realizada pelo método de
sequestro de radicais livres DPPH e pelo método da reducédo de ions ferro (FRAP). O extrato
da amostra de P. cincinnata coletada em Vitéria da Conquista, demonstrou as maiores
concentracdes de compostos fendlicos e flavonoides totais, bem como uma relacdo positiva
com os valores da atividade antioxidante encontrados para a mesma, em ambos 0s métodos
utilizados.

Palavras-chave: Compostos bioativos, maracuja-do- mato, maracuja -do- sono.

INTRODUCAO

A familia Passifloraceae destaca-se na flora brasileira pelo seu amplo uso na fitoterapia,
sendo o género Passiflora o mais importante da familia no pais, tanto no ambito econémico
guanto em quantitativo de espécies (SIEBRA et al., 2018), com aproximadamente um terco das
espécies de Passiflora ocorrendo naturalmente no Brasil (BERNACCI et al., 2020). O género
Passiflora compreende espécies notadas por seus frutos comestiveis, belas flores com potencial
ornamental e uso na medicina popular por seus efeitos sedativos, ansioliticos, diuréticos e
analgésicos (BRANDAO et al., 2017). As espécies do género apresentam uma composicio
quimica diversa, tais como, fenois, glicosideos cianogénicos, alcaloides, flavonoides e

saponinas, caracteristica que tem despertado um crescente interesse académico e econdémico
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sobre as propriedades quimicas e/ou farmacolégicas do género (GADIOLI et al. 2018; COSTA
etal., 2016; DHAWAN et al., 2004).

Apesar da riqueza de espécies de Passiflora com ocorréncia no Brasil, essa
biodiversidade é pouco estudada. Dentre as espécies do género, P. edulis, P. alata e P.
incarnata tém sido as mais amplamente investigadas por seus compostos quimicos com
aplicabilidade na saide humana (GADIOLI et al., 2018; ZUCOLOTTO et al., 2011), sendo as
duas primeiras listadas na Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2019). Dentre as espécies de
maracujazeiros silvestres que apresentam uso diversificado e potencial econdmico, destacam-
se 0 maracuja-do-mato (Passiflora cincinnata Mast.) e 0 maracuja-do-sono (Passiflora setacea
DC.) (ARAUJO et al., 2020).

A espécie P. cincinnata é amplamente distribuida no Brasil, principalmente na regido
Nordeste (BERNACCI et al., 2020). Os frutos apresentam aroma e sabor exoéticos, boa
aceitabilidade para consumo e elevado valor nutricional (ARAUJO et al., 2019). Atividades
antimicrobianas (SIEBRA et al., 2018), anti-inflamatorias (LAVOR et al., 2018) e antioxidante
(SANTOS et al., 2021), tém sido investigadas em diferentes partes da planta, sendo essas
atividades atribuidas a sua riqueza de compostos fendlicos (LEAL et al., 2020). Por sua vez, P.
setacea é endémica do Brasil, com ampla distribuicdo no bioma Cerrado, apresenta
caracteristica sensorial doce e agradavel, o que faz ser bem consumida na regido (BOMTEMPO
et al., 2016). A espécie é rica em flavondides c-glicosideos, homoorientina, vitexina,
isovitexina e orientina, cujas propriedades possuem efeito antioxidante (SANTANA et al.,
2015). Esses flavonoides glicosidicos atuam no sistema nervoso central promovendo efeito
ansiolitico e sedativo (DUARTE et al., 2020).

As condicdes edafoclimaticas que incluem clima arido e semiarido, com exposicao
excessiva a altas temperaturas e irradiancia luminosa, condi¢des que se aplicam aos ambientes
de ocorréncia de ambas as espécies (P. cincinnata e P. setacea), resultam em plantas resistentes
a condicbes extremas de estresse, com metabolismo secundério bastante ativo
(DECARVALHO et al., 2018; SIQUEIRA et al., 2013). A plasticidade fenotipica dessas
espeécies esta relacionada aos altos teores de compostos fenolicos produzidos como mecanismos
adaptativos a fotoprotecéo, uma vez que os flavonoides sdo produzidos em resposta ao estresse
oxidativo, a fim de inibir as espécies reativas de oxigénio (TAIZ et al., 2017). Estudos tém
mostrado uma forte correlagdo entre a producdo de compostos bioativos em frutas, incluindo

0s compostos fenodlicos e seus ambientes de ocorréncia natural (DECARVALHO et al.,
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2018; SIQUEIRA et al., 2013). Esses compostos estdo relacionados aos seus potenciais efeitos
bioldgicos e a satde humana (GADIOLI et al. 2018). Naturalmente, essas caracteristicas fazem
com que essas espécies de maracujazeiros sejam apreciadas economicamente tanto para fins

nutracéuticos quanto para fins medicinais.

Diante desse contexto, objetivou-se determinar os teores de compostos fendlicos e
flavonoides totais e avaliar a capacidade antioxidante dos extratos de folhas das espécies
silvestres Passiflora cincinnata e Passiflora setacea presentes em populacfes naturais no

Sudoeste da Bahia, Brasil.

MATERIAL E METODOS
Obtencdo do material vegetal

O material vegetal consistiu da parte aérea de Passiflora cincinnata e Passiflora setacea.
Exemplares da primeira espécie foram coletados em Anagé e Vitdria da Conquista (Amostras
1 e 2), enquanto as amostras da segunda espécie foram coletadas em Vitoria da Conquista
(Amostra 3). O material coletado foi encaminhado ao Laboratério de Pesquisa de Produtos
Naturais (LAPRON), localizado na Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia — UESB,
Itapetinga, Bahia. Exsicatas do material vegetal foram depositadas no Herbario da UESB, onde
estdo registradas no acervo (Amostra 1 — Aguardando n° de registro, Amostra 2 -
HUESBVC9162 e Amostra 3 - HUESBVC9163).

Obtencao do extrato etandlico

As amostras foliares foram secas em estufa com circulagéo de ar por 12 horas a 50°C e
posteriormente foram pulverizadas em moinho de facas. O extrato foi obtido por percolacéo
exaustiva com etanol a 80% e a solucdo obtida foi evaporada em um evaporador rotativo
(Fisatom) a temperatura de 50°C e 160 RPM e armazenado em frasco ambar, mantido no
refrigerador até a realizacdo das analises. ApGs obtencdo dos extratos prosseguiu-se com 0s

testes fitoquimicos, em que todas as anéalises foram realizadas em triplicata.

Prospeccao fitoquimica: determinacgéo de fenolicos totais
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A determinacdo dos fendlicos totais foi realizada por meio de espectroscopia através do
método de Folin-Ciocalteau, seguindo a metodologia descrita por Sousa et al. (2007). Os
extratos etandlicos foram diluidos em metanol a uma concentragdo de 1000 pg.mL™ para as

amostras 1 e 2 e de 3000 pg.mL* para a amostra 3.

Em tubos de ensaio, aliquotas de 500 pL de cada amostra foram agitadas com 500 uL
do reagente de Folin-Ciocalteau e 6,0 mL de agua deionizada por um minuto; apds essa etapa
2,0 mL de Na>COs a 15% foram adicionados & mistura e as solucdes agitadas por 30 segundos.
Em seguida, os volumes das solu¢des foram completados para 10,0 mL com &gua deionizada,
sendo posteriormente deixadas em repouso por duas horas ao abrigo da luz. A leitura das
absorbancias foi realizada a 750 nm em espectrofotdmetro Shimadzu UV-Vis 1800, tendo como
“branco” o metanol e todos os reagentes, menos a amostra. O teor de fenolicos totais foi
determinado por interpolacdo das absorbancias das amostras em uma curva analitica construida
com solucBes padrdo de acido gélico (0.05 a 0.35 pg.mL™Y) e expressos como mg de

Equivalentes de Acido Gélico (EAG) por grama de extrato.

Prospeccao fitoquimica: determinacao de flavonoides totais

A concentracgdo dos flavonoides totais foi determinada de acordo com a metodologia
descrita por Santos et al. (1998), com modificacdes. Para a realizacdo do ensaio foi utilizada a
concentragdo de 1000 pg.mL™ para as amostras 1 e 2 e de 3000 pg.mL-1 para a amostra 3,
usando-se metanol como solvente. Em balBes volumétricos, aliquotas de cada amostra foram
agitadas com 500 pL de solugdo metanodlica de cloreto de aluminio a 10% e o volume foi
completado com solu¢do metandlica de acido acético a 5%. Os procedimentos ocorreram em
ambiente escuro. Apd6s 30 minutos as leituras das absorbancias foram realizadas em
espectrofotometro a 425 nm, tendo como branco o metanol e todos os reagentes, exceto as
amostras. Para determinar o teor de flavonoides construiu-se a curva padréo da quercetina,
utilizando-se concentracdes de 5,0; 10,0; 15,0; 20,0 € 25,0 pg.mL %, sendo as absorbancias das
amostras interpoladas na equacao de regressao linear. O teor de flavonoides totais foi expresso

como mg Equivalente de Quercetina (EQ) por g de extrato.

Avaliagéo da atividade antioxidante: método do sequestro de radicais livres DPPH
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A atividade sequestrante do radical livre DPPH foi obtida de acordo com a metodologia
descrita por Rufino et al. (2007), a partir de cinco concentragdes, em triplicata, do extrato
vegetal (500, 1000, 1500, 2000 e 2500 pg.mL™?) diluido em metanol. Em ambiente escuro foram
transferidos 0,1 mL de cada concentracdo das amostras para tubos de ensaio contendo 3,9 mL
de solucdo metanolica de DPPH a 0,06 mM e as solu¢Bes homogeneizadas em agitador. As
amostras foram mantidas no escuro por 40 minutos, conforme determinado pela cinética e a
absorbancia medida em espectrofotémetro Shimadzu UV-Vis 1800 em comprimento de onda
de 515 nm, sendo utilizado o metanol como “branco”. O controle negativo foi composto por
3,9 mL de metanol em 1 mL de DPPH e o controle positivo, foi o Butilhidroxitolueno — BHT

nas mesmas concentragoes.

O calculo da Concentracéao Efetiva 50 (ECso), foi baseado nas leituras das absorbancias
das amostras, esse indice corresponde a quantidade de amostra necessaria para reduzir em 50%
a concentracao inicial do radical livre DPPH, portanto, quanto menor o valor de EC so, maior a
atividade antioxidante. A atividade antioxidante das amostras também foi expressa pelo indice
de atividade antioxidante (IAA) proposto por SCHERER & GODOY (2009). Este indice
contribui para comparagédo do potencial antioxidante de diferentes extratos, no qual, é calculado

conforme com a equagéo:
IAA = Concentracdo inicial de DPPH (ug.mL™) / CE50 (ug.mL™)

De acordo esse indice, a atividade antioxidante é considerada baixa quando o IAA <
0,5, moderada quando o IAA estiver entre 0,5 e 1,0, e alta quando o IAA estiver entre 1,0 € 2,0

e muito alta quando o IAA > 2,0.

Avaliagdo da atividade antioxidante: meétodo do FRAP - Ferric Reducing
Antioxidant Power

Essa metodologia é baseada no poder redutor dos ions ferro, e foi realizada de acordo
metodologia proposta por Rufino et al. (2006). A solucdo do reagente FRAP foi obtida
misturando-se 25,0 mL de tampéo acetato a 0,3 M (pH 3,6), 2,5 mL da solucéo de 2,4,6-Tris
(2-piridil)-s-triazina (TPTZ, Sigma-Aldrich®), na concentragdo de 10 mM em solugio aquosa
de HCI a 40 mM e 2,5 mL de solugdo aquosa de cloreto férrico a 20 mM, utilizando-se

imediatamente apds 0 seu preparo.
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Transferiu-se para tubos de ensaio, em triplicata, 90,0 puL das amostras e dos controles
positivos (BHT e Quercetina) com 270,0 uL de agua deionizada e 2,7 mL do reagente FRAP,
homogeneizando-se em agitador de tubos. As solu¢des foram mantidas em banho-maria a 37°C
por 30 minutos, fazendo-se a leitura das absorbancias ao final desse tempo, a 595 nm.
Construiu-se a curva de calibragdo com solugdes de sulfato ferroso, e as absorbéncias das

amostras foram lidas e os resultados foram expressos em mg de Fe>* por grama de extrato.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os teores de fenolicos totais e de flavonoides totais das amostras estdo apresentados na
tabela 1, os quais foram calculados a partir dos dados obtidos pela curva de calibragdo do acido

galico, utilizado como padréo analitico.

Tabela 1: Teores de compostos fenolicos e flavonoides totais encontrados nos extratos

etanolicos das espécies Passiflora cincinnata e Passiflora setacea.
Fenolicos Totais (mg Flavonoides totais (mg

Amostras de EAG / g extrato) EQ / g de extrato)
+ DP

Amostra 1 80,736 £ 5,09 15,529

Amostra 2 96,166 + 4,93 21,568

Amostra 3 37,396 + 0,40 11,437

Amostra 1 - P. cincinnata Anagé, Amostra 2- P. cincinnata Vitdria da Conquista e Amostra 3-
P. setacea Vitdria da Conquista. DP (desvio padro).

O extrato da amostra 2 apresentou 0 maior teor de compostos fenolicos e flavonoides,
seguido pelas amostras 1 e 3. Leal et al. (2020) ao investigar os teores de compostos fendlicos
em diferentes partes de P. cincinnata encontraram valores que variaram de 19,53 £ 1,41 EAG/g
na polpa do fruto até 45,53 +14,14 EAG/g no caule, e de flavonoides com valores que variaram
de 0,49 + 0,07 nas sementes até 1,42 +0,01 QE/g nas folhas. O teor de compostos fendlicos
encontrado por Leal et al. (2020) ao avaliar o extrato da folha de P. cincinnata foi inferior

(36,90 £19,98 EAG/g) ao encontrado nesse estudo (Tabela 1). Em contrapartida, Carvalho,
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Oliveira e Costa (2018) ao investigarem os compostos fendlicos presentes na polpa de P.
setacea encontraram uma maior concentrac¢do 78,5 mg GAE/g comparado a esse estudo para a

mesma espécie.

Fatores geogréficos, climaticos e intrinsecos as plantas podem contribuir para a
diferente concentragdo de compostos fendlicos encontradas nas distintas partes de uma mesma
planta, como folhas, cascas, polpas e sementes, bem como entre espécies (ALBA et al., 2021,
CANDIDO et al., 2015; YILMAZ et al., 2015). Além disso, o solvente e 0 método de extracao
podem variar e, consequentemente, influenciar no tipo e na quantidade de compostos fenélicos
identificados (GADIOLI et al., 2018).

Os resultados da avaliagdo quantitativa da atividade antioxidante dos extratos das
espécies P. cincinnata e P. setacea, pelo método do sequestro de radicais livres DPPH e pelo
método FRAP, estdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2: Atividade antioxidante pelos métodos DPPH e FRAP dos extratos das espécies

Passiflora cincinnata e Passiflora setacea.

DPPH FRAP
Amostras
CEso (ug.mL™1) IAA (mg Fe?*/ g extrato)
Amostra 1 48,64 0,493 6,145
Amostra 2 34,378 0,698 10,373
Amostra 3 268,79 0,089 1,954
Quercentina 1,54 15,5 254,74

Amostra 1 - P. cincinnata Anagé, Amostra 2- P. cincinnata Vit6ria da Conquista e Amostra 3- P. setacea

Vitdria da Conquista. Controle positivo: Quercetina

O extrato da amostra 2 apresentou maior atividade antioxidante para os dois métodos
utilizados DPPH e FRAP (Tabela 2), com valores de CEso igual a 34,378 pg. mL?, 1AA de
0,698 e FRAP 10,37345 mg Fe?'. g?, respectivamente. Leal et al. (2020), encontraram

concentragOes variadas de atividade antioxidante nos extratos etanolicos empregando o método
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DPPH, ao avaliar diferentes partes das plantas de P. cincinnata, com valores variaram de CEsg
igual a 25,65 pg. mL™? no caule a 87,25 pg. mL™ na polpa do fruto. A atividade antioxidante
para as folhas foi melhor no presente estudo em comparagdo ao CEso igual a 65,28 pug. mL™*
encontrado por Leal et al. (2020), para essa mesma parte da planta. Silva et al (2013) ao avaliar
0 extrato aquoso de folhas de P. edulis encontrou CEsoigual a 1100 pg. mL ~, indicando uma
atividade antioxidante inferior. Essa discrepancia nos valores encontrados pode estar
relacionada ao solvente utilizado, uma vez que solventes alcodlicos e metandlicos favorecem a
identificacdo de mais compostos fendlicos, e consequentemente, apresenta uma maior atividade
antioxidante (GADIOLI et al., 2018).

Estudos tém indicado que o potencial antioxidante encontrado para as espécies de
Passiflora é fortemente influenciado por fatores como método analitico, estagios de
desenvolvimento da planta, sistema de cultivo e composicao de compostos fendlicos (REIS et
al., 2018 ; CARVALHO, OLIVEIRA, COSTA, 2018; RAMAIYA et al., 2013). Nesse
contexto, para que os resultados encontrados nos diferentes estudos, incluindo aqueles com a
mesma espécie, sejam comparados, € necessario que esses fatores sejam considerados e

naturalmente as diferencas relativizadas.

De acordo o indice IAA proposto por Scherer & Godoy (2009) as amostras 1 e 2
apresentaram atividade antioxidante moderada, enquanto a amostra 3 apresentou pouca
atividade. Os resultados indicam uma relacdo existente entre a concentracdo de fendlicos e
flavonoides apresentada pela amostra 2 e a maior atividade antioxidante encontrada para a
mesma. Em geral, um valor mais alto de compostos fendélicos e flavonoides esta relacionado a
uma atividade antioxidante mais alta. Estudos tém apresentado essa correlacdo em espécies de
Passiflora (RAMAIYA etal., 2021; LEAL et al., 2020; RAMAIYA et al., 2013; MACORIS et
al., 2012), e em outras espécies vegetais (RIBEIRO et al., 2020; KO et al., 2018).

Os compostos fendlicos apresentam a capacidade de reduzir as espécies reativas de
oxigénio que causam estresse oxidativo, e que estdo relacionadas a diversas condicOes
fisiopatoldgicas (OSORIO-TOBON, 2020). O crescente interesse em fontes naturais de
moléculas antioxidantes tém resultado em um grande nimero de pesquisas, Visto que esses
antioxidantes naturais extraidos de plantas possuem alta atividade antioxidante e sdo utilizados
em diversas aplicacdes nas industrias de medicamentos, alimentos e cosmeéticos (SCHERER &
GODOQY, 2009).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0304423820304234?casa_token=0IrjnXIb1WAAAAAA:JZyhkFLX38D6W6j-59wn8HYOG6pslT2eYDoxBf6YMO-s9dOXcH8P_c6ZqzAHG8uZrgBTL3bMxQ4#bib0175
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CONCLUSAO

Foi possivel detectar um maior teor de compostos fendlicos e flavonoides totais nas
amostras 2 (Passiflora cincinnata — Vitoria da Conquista) e 1 (Passiflora cincinnata — Anagé),
respectivamente, que demonstraram uma relacdo com os valores da atividade antioxidante
encontrados para as mesmas. Essas mesmas amostras (1 e 2) apresentaram atividade
antioxidante moderada, enquanto a amostra 3 apresentou baixa atividade. Como perspectivas,
vislumbra-se o desenvolvimento de anélises cromatogréficas a fim de identificar as principais

classes de compostos fendlicos presentes nas amostras.
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CONCLUSAO

As populacdes/colecbes de Passiflora cincinnata apresentaram altos indices de
polimorfismo, sendo os marcadores utilizados informativos. A metapopulagdo apresentou
25,3% de marcadores/alelos privados, com destaque entre as populacfes naturais para Anagé,
que apresentou sete marcadores/alelos privados. A metapopulacdo esta estruturada em pelo
menos trés pool génicos, enquanto os BAGs em dois pool génicos. A analise molecular de
variancia (AMOVA) indicou uma maior diversidade dentro das populagdes, com baixa
diferenciacdo entre elas. O conhecimento sobre a variabilidade e estrutura genética de
P.cincinnata apresentado neste estudo € importante no que diz respeito a elaboracdo de
estratégias e expedi¢cdes de coleta para compor bancos de germoplasma e para tornar mais
eficiente os programas de conservagéo in situ e ex situ. Uma grande proporcao da variabilidade
presente dentro das populacfes sugere que um numero menor de populacfes sera necessario
para uma representacdo da diversidade de P. cincinnata. No entanto, considerando as limitacdes
de recursos financeiros e técnicos para implementacdo dessas estratégias, sugere-se que a coleta
de material da populacdo de Anagé seja priorizada, visto que, 7 alelos sdo privados dessa
populacéo.

As espécies Passiflora setacea e Passiflora cincinnata, possuem ampla distribuicéo
dentro da mesorregido centro-sul baiano e densidade variada, composta por populacdes de
poucos individuos (<100). Apresentam caracteristicas ecogeograficas variadas quanto a
topografia, temperatura, pH, saturagé@o por base e acidez potencial. Os locais com temperaturas
médias de até 28°C, altitude entre 670 e 860 m, pH 4,3-5,11, saturagdo por base <50 e H+Al
entre 2-5 (CAC, CAE, ENC e VCT) favorece as duas espécies, enquanto que temperaturas altas
de até 31°C, pH entre 5 e 6, saturacdo por base > 50 e H+AI<1,5 (URA, MP ¢ ANA) favorece
P. cincinnata e nos ambientes com temperaturas de até 27°C, altitudes superiores a 900 m, pH
médio de 4,5, saturacdo por base média de 30 e H+Al média de 3 (CS e DA), favorece P.
setacea.

Foi possivel detectar fendlicos e flavonoides totais nas amostras nos extratos de P.
cincinnata e P. setacea, que demonstraram uma relacdo com os valores da atividade

antioxidante encontrados para as mesmas.
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