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RESUMO

O género Passiflora (familia Passifloraceae) reline as espécies popularmente conhecidas
como maracujazeiros, abrigando cerca de 525 espécies distribuidas em regides de clima
tropical e subtropical. O Brasil € um dos maiores centros de diversidade do género passiflora
e, se destaca como maior produtor e consumidor de maracuja do mundo. Porém, alguns
fatores fitossanitarios limitam a expansdo da passicultura no pais. Tendo em vista o potencial
econdbmico e a importancia ecoldgica das espécies de Passiflora, estudos genéticos sdo
necessarios para obter informagfes da diversidade e estrutura genética do género. Neste
contexto, o conhecimento acerca dessas informagfes contribui para a elaboragdo de
alternativas que visam contribuir em programas de melhoramento e conservacdo de
maracujazeiros. De acordo com o exposto, objetivou-se com esse trabalho caracterizar e
selecionar 17 combinages de iniciadores RGA (Resistance Gene Analogs) (Capitulo 1), bem
como estimar a diversidade e estrutura genética em acessos do género Passiflora, totalizando
79 espécies e 12 variedades (Capitulo Il). Todas estas 17 combinagdes amplificaram e se
mostraram adequadas para estudos intra e interespecificos. As estimativas de diversidade e
estrutura genética foram analisadas considerando dois critérios, sendo que no critério |
avaliou-se a presenca ou auséncia do loco na imagem do gel, sem considerar o nimero de
locos gerados por cada combinacdo de iniciadores, enquanto no critério 1l foi avaliada a
presenca ou auséncia do loco na imagem do gel, porém considerando o niumero de locos
gerados por cada combinagdo de iniciadores. De acordo com os resultados do critério 1, foi
possivel constatar sete combinagdes de iniciadores RGA com nimeros relevantes da presencga
de locos. Com base no critério Il, verificou-se que as combinagdes de iniciadores RGA
obtiveram 100% de marcadores moleculares polimdrficos. A andlise Bayesiana indicou como
mais provavel a estruturacdo em dois pools génicos k=2 e k=5 (escore Delta k ~550 e k ~50,
respectivamente). Na analise molecular de variancia (AMOVA) foi possivel verificar para o
critério 1 e 1l maior diversidade dentro os subgéneros e variedades avaliados, o que indica
baixa estruturacdo genética entre eles. Para além, as analises de coordenadas principais
(PCoA), mostraram ampla distribuicdo dos acessos avaliados também nos dois critérios,
indicando, assim como os dados da AMOVA, baixa estruturacdo. Tendo em vista 0 exposto,
os iniciadores do tipo RGA apresentam dados polimorficos, informativos e eficientes,
podendo ser utilizados para uma gama de estudos genéticos com espécies de Passiflora.

Palavras-chave: diversidade genética, maracujareiros, RGA



ABSTRACT

The genus Passiflora (family Passifloraceae) includes the species popularly known as passion
fruit, sheltering about 525 species distributed in regions of tropical and subtropical climate.
Brazil is one of the greatest centers of diversity of the passiflora genus and stands out as the
largest producer and consumer of passion fruit. However, some phytosanitary factors limit
expansion of pastoralism in the country. Considering the economic potential and ecological
importance of the Passiflora species, genetic studies are necessary to obtain information about
on diversity and genetic structure of the genus. In this context, the knowledge about this
information contributes to the elaboration of alternatives that aim to contribute in programs of
improvement and conservation of passion fruit trees. According to the above, this work aimed
to characterize and select 17 combinations of RGA (Resistance Gene Analogs) primers
(Chapter 1), as well as to estimate the diversity and genetic structure in accessions of the
genus Passiflora, totaling 79 species and 12 variedades (Chapter II). All these 17
combinations amplified and proved adequate for intra and interspecific studies. Estimates of
diversity and genetic structure were analyzed considering two criteria, and in criterion | the
presence or absence of the locus in the gel image was evaluated, without considering the
number of loci generated by each combination of primers, while in criterion Il evaluated the
presence or absence of the locus in the gel image, however considering the number of loci
generated by each combination of primers. According to the results of criterion I, was
possible to verify seven combinations of RGA primers with relevant numbers of the presence
of locos. Based on criterion Il, it was found that combinations of RGA primers obtained
100% polymorphic molecular markers. Bayesian analysis indicated as most likely the
structuring in two gene pools k = 2 and k = 5 (Delta k ~ 550 and k ~ 50, respectively).
Molecular analysis of variance (AMOVA) it was possible to verify for criterion | and Il
greater diversity among the subgenres and varieties evaluated, indicating low genetic
structuring between them. In addition, the main coordinate analyzes (PCoA), showed a broad
distribution of the accesses evaluated in both criteria, indicating, as well as the AMOVA data,
low structuring. In view of the above, primers of the RGA type present polymorphic,
informative and efficient data, and can be used for a range of genetic studies with Passiflora
species.

Key words: genetic diversity, passion fruit, RGA



INTRODUCAO GERAL

O género Passiflora relne as espécies popularmente conhecidas como
maracujazeiros. Sendo este o género mais abundante da familia (PAIVA, 2013; BERNACCI
et al., 2003; ZAMBERLAN, 2007). Nesse género comporta-se cerca de 525 espécies
distribuidas em regides de clima tropical e subtropical das Américas e Africa. Onde o Brasil é
considerado um dos maiores centros dessa diversidade, com aproximadamente 150 espécies
nativas. Dentro deste contigente, 29 espécies ocorrem no estado da Bahia (CERVI; IMIG,
2013, ZAMBERLAN, 2007; FERREIRA, 2005; BERNACCI et al., 2016; NUNES, 2002).

As espécies do género Passiflora se destacam no cenario econdmico por sua ampla
utilizagdo, sendo estas, empregadas para fins alimenticos, ornamentais e medicinais (SOUZA
E MELETTI, 1997). Devido ao grande numero de espécies nativas, o Brasil € o maior
produtor e consumidor de maracuja no mundo (BELLON et al., 2000). A espécie chave para
o ranking mundial de exportacdo é a especie Passiflora edulis Sims (maracuja amarelo), a
qual é a responsavel majoritaria pela cultura de maracuja no Brasil (BORGES et al., 2005).
Com 824 toneladas produzida em 2017 (AGRINUAL, 2017). Na regido Nordeste a Bahia foi
responsavel por 60,92% da producéo brasileira (IBGE, 2017). Porém, existem alguns fatores
limitantes para expansdo da passicultura no pais, a exemplo, os problemas fitossanitarios bem
como as diversas doengas que acometem o maracujazeiro (JUNQUEIRA et al., 2005).

A diversidade nativa de Passiflora se destaca devido sua importancia ecoldgica.
Assim, as espécies silvestres tornam-se ferramentas indispensaveis para o melhoramento
genético de espécies de interesse, visto que, estas apresentam fonte de resisténcia em seus
genes (BERNACCI et al., 2005). A diversidade genética em espécies de Passiflora vem
sendo perdida em funcdo das modificacbes ambientais que levam ao declinio das populagdes,
causando assim, a erosdo genética (FERREIRA, 2005; MELETTI etal., 2005; JUNQUEIRA
etal., 2005).

As alternativas para a conservacao e caracterizacdo de espécies do género Passiflora
sdo necessarias. Ac¢des de conservagdo dos recursos genéticos podem ser implementadas pelo
estabelecimento de Bancos Ativos de Germoplasma que tem como intuito a conservagdo do
material genético de diversos organimos por meio da conservacdo ex situ, contribuindo para
manutencdo da variabilidade genética de espécies de interesse e com programas de
melhoramente genético (SOUSA, 2014; VEIGA, 2008).



Diante do potencial econdmico e importancia ecoldgica das espécies de Passiflora,
existem poucos estudos sobre caracterizacdo da variabilidade genética de grande parte das
espécies de maracujazeiro silvestre pois, apenas as espécies com espago consolidado no
mercado sdo amplamente estudadas. Nesse contexto, ha a necessidade de fornecer novas
informacdes sobre estrutura e diversidade genética das passifloras. Assim, estudos estdo
sendo realizados mediante diferentes marcadores moleculares (BARBOSA, 2016).

Os marcadores moleculares séo ferramentas importantes para avaliar, identificar e
caracterizar 0s recursos geneéticos, a exemplo dos marcadores baseados em PCR (Reacdo em
Cadeia da Polimerase) como os marcadores RGA (Resistance Gene Analogs). Esses
marcadores sdo amplamente utilizados, por ndo necessitar de informacdes prévias sobre o
genoma das espécies e possuirem, maior reprodutibilidade em relacdo aos demais marcadores
dominantes devido ao tamanho dos seus iniciadores o que torna a técnica automatizada e de
facil execucdo (BOREM e CAIXETA, 2009).

Contudo, objetivou-se caracterizar e selecionar marcadores moleculares tipo RGAs
(Resistance Genes Analogs), para estimar a diversidade e estrutura genética de espécies do
género Passiflora, a fim de contribuir com futuras acdes de conservagdo e melhoramento

genético.



REVISAO BIBLIOGRAFICA

A FAMILIA PASSIFLORACEAE

A familia Passifloraceae pertence a ordem Malpighiales (APG I11, 2009) possui vasta
distribuicdo, compreendendo desde regides de clima tropical e subtropical temperado quente
das Américas e Africa (ZAMBERLAN, 2007). Estima-se que a familia esta distribuida em 18
géneros e 630 especies (MILWARD DE AZEVEDO E BAUMGRATZ, 2004). Contudo,
estimativas do nimero de espécies devem ser continuamente revistas, devido a constante
descoberta e descricdo de novas espécies (WETZEL etal., 2011).

O grupo ao qual a familia Passifloraceae pertence, é considerado monofilético de
acordo com estudos filogenéticos (APG I 2003; MUSCHNER et al., 2003; JUDD et al.,
2009). Para tanto, a classificacdo como monofiletica é dada pela presenca da corona nas
flores. Tal caracteristica morfoldgica € muito importante na descricdo de novas espécies
(JUDD etal., 1999).

As plantas da familia Passifloraceae séo trepadeiras herbaceas ou lenhosas, com
gavinhas axilares, ou subarbustos a arvores pequenas. S&o hermafroditas, didicas ou
andromonaoicas; e seus ramos sao cilindricos, raramente angulados ou achatados (BERNACCI
et al., 2003; JUDD et al., 2009; ZAMBERLAN, 2007; SOUSA, 2014). As folhas possuem
tamanho e formas variadas, pondendo ser alternadas, simples ou compostas, inteiras ou
lobadas (BERNACCI et al., 2003; JUDD et al., 2009).

Possuem nectarios no peciolo, na lamina da folha ou nas estipulas. As inflorescéncias
sdo axilares cimosas ou racemosas, ou ainda, reduzidas a 1-2 flores por no. As flores séo
completas, radiais, solitarias, axilares, pedunculadas e diclamideas. O célice e a corola sdo
pentdmeros e podem apresentar cinco estames, arranjados em um pedunculo unido ao
gineceu, formando assim, o androginoforo, além disso, exibem grande variacdo morfologica,
assim como, na coloracdo, variando nas cores brancas, verdes, azuis ou purpureas (KLUGE,
1998; JUDD et al., 2009).

Na reprodugdo apresentam diversos mecanismos que evitam a autofecundagdo, um
exemplo, € o sistema de autocompatibilidade (PAIVA, 2013). O sistema de polinizacdo
adotado por estas plantas é majoritariamente realizado por abelhas (KLUGE, 1998; JUDD et
al., 2009).



O GENERO Passiflora L.

O género Passiflora foi descrito por Linnaeu, em 1735 (VANDERPLANK, 2000) e,
reine as espécies popularmente conhecidas como maracujas (PAIVA, 2013). Os
maracujazeiros sdo oriundos da América do Sul e tem no Centro-Norte do Brasil o seu maior
centro de distribuicdo geografica (LOPES, 1991).

O género Passiflora L. destaca-se na familia Passifloraceae como o mais abundante
em ndmero de espécies, constituido por cerca de 525 espécies (CERVI; IMIG, 2013)
distribuidas em 22 subgéneros (VANDERPLANK, 2000), restritas em menor nimero na
india, China, Sudeste Asiatico, Australia, llhas da Oceania, Estados Unidos, Chile e
Argentina. O Brasil e a Colémbia sdo os paises detentores do maior nimero de espécies, com
aproximadamente 150 e 170 espécies, respectivamente (BERNACCI et al., 2003). No
Estado da Bahia foram registradas 29 espécies do género (NUNES, 2002).

O género apresenta grande variagdo morfolégica, podendo apresentar-se como
trepadeiras herbaceas ou arbustivas e, geralmente com caule lenhoso cilindrico ou
quadrangular, suberificado, anguloso, ramificado, glabro ou piloso (VANDERPLANK,
2000). As espécies do género Passiflora possuem folhas diversificadas quanto a sua forma,
podendo ser alternadas, simples ou compostas, inteiras ou lobadas e de forma variavel
(PADUA, 2001; FEUILLET E MACDOUGAL, 2007). As flores sdo caracterizadas por
possuirem cinco sépalas, geralmente verdes nas bordas e cor intensa na porcao central, e
também, cinco pétalas membranaceas que aparecem na margem do tubo do calice, as quais se
alternam com as sépalas (VANDERPLANK, 2000; ULMER E MACDOUGAL, 2004;
CERVI, 2006). Com relagdo aos frutos, sdo compostas de endocarpo ou polpa, sementes e
casca, sendo esta composta por flavedo ou epicarpo, parte colorida; e albedo ou mesocarpo,
parte esbranquicada (REOLON, 2008; MONTEIRO et al., 2010).

Os subgéneros de Passiflora

Estudos de diversos autores corroboraram para conceber informacdes mais robustas
com relacdo a organizacao sistematica das espécis de Passiflora desde a descri¢do taxonémica
a avaliaces filogenéticas e moleculares. O inicio da organizacdo sistematica da familia

Pacifloraceae foi proposto no estudo de KILLIP (1938) nomeado “The American Species of



Passifloraceae”, onde foi sugerida a subdivisdo do género Passiflora em 22 subgéneros. Para
além, foi adicionado outro subgénero na classificacdo proposta do KILLIP (1938)
(ESCOBAR, 1989).

Em contrapartida MACDOUGAL E FEUILLET (2004), propuseram outra
organizacdo, baseada na taxonomia, ou seja, as caracteristicas morfologicas, avaliando
principalmente a estrutura floral, assim, agrupando as espécies em quatro subgéneros (Tabela
1): Astrophea (DC.), Mast., Deidamioides (Harms) Killip, Decaloba (DC.) Rchb. e Passiflora
L.

Tabela 1. Classificacdo do agrupamento das espécies do género Passiflora L. em quatro
subgéneros e informacbes complementares

Total de Distribuicao Caracteristicas
espécies geografica morfoldgicas

Séo lianas e herbaceas;
floresgrandes e coloridas;
folhas s&o 3- 7 lobadas,
com vegetacaopinada ou
palmada, 3- 5 nervuras
principais. E o grupo que
possui maior diferenga
morfoldgica das espitulas,
que podem ser
incospiculas, reniformes
expandidas como folhas,
ou segmentadas. Possui
entre2- 6 nectarios
peciolares, e quando
presentes na lamina foliar
localizam-se nas margens,
especialmente, entre 0s
lobosdas folhas trilobadas

Sudoeste dos Estados
240 Unidos, America do
sul e America central

Subgénero Passiflora
L.

Caracterizam-se em
trepadeiras herbaceas,
plantas glabras e
pubecentes, folhas
geralmente 3-lobadas,
raramente inteiras ou 5-

Oceania e sudeste da lobadas, glandulas
Asia peciolares presentes,
lamina foliar com ocelo
proximo a nervura
principal, pedinculos 1 a
20 flores, flores nascidas
sobre uma gavinha,
amarelo-esverdeadas,

Subgénero Decaloba 214




brancas ou avermelhadas,
corona em 1-3 séries de
filamentos, opérculo
plicado, estiletes delgados,
frutos pequenos, purpureos
ou negros, algumas vezes
deiscentes, sementes
reticuladas ou
transversalmente sulcadas

Subgénero Astrophea

57

América do Sul e
América Central

Sé&o lianas lenhosas, folhas
inteiras, duas glandulas
peciolares préximo ao

apice do peciolo, sésseis
ou em forma de cicatriz,
pedunculos com 1-5-
flores, bracteas pequenas,
flores rosa a purpuras,
vermelhas a alaranjadas,
corona amarela com um
tubo floral proeminente,
opérculo ereto ou
expandido, ndo plicado, os
frutos séo usualmente
amarelos, esverdeados
com manchas
avermelhadas

Subgénero
Deidamiodes

13

América do Sul e
América Central,
entre o Mexico e a
regido sudoeste do
Brasil, em aréas de
mata atlantica

Apresentam estipulas
delgadas, glandulas
peciolares proximas a
juncéo da lamina foliar,
folhas inteiras a 3-9-
folioladas, com margem
inteira, bracteas pequenas,
pedunculo terminando em
uma gavinha, uma flor
com articulacao proxima
ou bem abaixo da base da
flor. As plantas jovens
apresentam discos
adesivos nas gavinhas,
permitindo o habito
trepador das mesmas em
florestas, facilitando o
alcance do dossel das
matas

*Referéncias: KILLIP 1938; CERVI, 1997; ULMER E MACDOUGAL 2004; FEUILLET E

MACDOUGAL 2003.



IMPORTANCIA ECONOMICA E ECOLOGICA DO GENERO
PASSIFLORA

O género Passiflora apresenta grande importancia econdmica e social no Brasil, que
por sua vez, se destaca como maior produtor e consumidor mundial de maracuja
(GONCALVES E SOUZA, 2006), tendo produzido em 2017 aproximadamente, 824 mil
toneladas, em uma area colhida de 57 mil hectares (AGRIANUAL, 2017). A maior parte da
producdo nacional concentra-se na regido Nordeste, sendo que em 2017, a regido foi
responsavel por 337,881t da producéo brasileira (Tabela 2) (IBGE, 2017). O Brasil destaque-
se na producdao mundial de maracuja devido também, as condicdes edafocliméaticas adequadas
das regides tropicais e subtropicais, que propiciam o cultivo do maracujazeiro (COSTA,
2008.)

Tabela 2. Produc¢éo nacional de maracuja no Brasil em 2017

Area Quantidade Rendimento
Regido  colhida (ha) produzida (t) médio (t/ha)
Norte 3,673 47,291 12,875
Nordeste 27,868 337,881 12,124
Sudoeste 5,025 81,480 16.215
Sul 3,643 72,029 19,777
Centro-
Oeste 882 15,917 18,046
Brasil 41,090 554,598 13,497

Fonte: IBGE — Produgdo Agricola Municipal, 2017.

As espécies de maracujazeiro possuem utilizacdo diversificada na agricultura e
horticultura, sendo empregada amplamente para fins alimentares, medicinais e ornamentais
(SOUZA E MELETTI, 1997), sobretudo, no setor de fruticultura, devido a sua alta
produtividade e aceitacdo no mercado, produzindo frutos que podem ser empregados como
alimento in natura e processados pela indUstria alimenticia (COSTA; TUPINAMBA, 2005).
As espécies de Passiflora sdo utilizadas ndo somente na indUstria alimenticia, mas também,
sdo amplamente utilizadas para fins medicinais, sendo usadas, as folhas, flores, raizes e frutos
para a producdo de farmacos (COSTA; TUPINAMBA, 2005) e, sdo também amplamente
utilizadas para fins ornamentais, visto que, as espécies do género se destacam com flores
vistosas (BERNACCI etal., 2003).



Dentre as espécies comerciais, 0 maracuja amarelo ou maracuja azedo (Passiflora
edulis) é a espécie mais utilizada na industria, sendo considerado de maior importancia na
familia Passifloraceae do ponto de vista econdmico (BERNACCI et al., 2003). Devido ao
potencial agrondmico as espécies mais cultivadas séo, P. edulis (maracuja-azedo) e P. alata
(maracuja-doce) (MELETTI et al., 2005) De acordo BERNACCI et al. (2003) 95% dos
pomares brasileiros € de cultivo da espécie P. edulis. Para tanto, especies como, P.
quadrangularis, P. nitida, P. caerulea, P. laurifolia, P. cincinnata e P. setacea também sao
cultivadas, entretanto, o cultivo é restrito apenas em algumas regides do pais (MELETTI et
al., 2005). Em virtude disso, as espécies silvestres tém menor participacdo no mercado
econdmico (SOARES, 2016).

Entretanto, o Brasil possui grande nimero de espécies da familia Passifloraceae,
despertando o interesse da diversidade nativa. Dessa forma, somado ao interesse econémico, a
diversidade das espécies nativas ganham evidéncia devido sua importancia ecologica. Uma
Vez que, 0S maracujazeiros estdo sujeitos ao acometimento de pragas e patdégenos, as espécies
silvestres tornam-se um recurso importante, devido a estas, apresentarem fonte de resisténcia
diferenciada a esses organismos que atacam os maracujazeiros (BERNACCI et al., 2005).

A conservacao das espécies nativas em seu ambiente natural € muito importante para
a manutencdo e aumento da produtividade das espécies comerciais cultivadas. A viabilidade
econdmica se da a partir do melhoramento genético dos genes produtivos sob cultivo com os
genes de resisténcia a doencas expressos em populagdes naturais JUNQUEIRA et al. 2007).
Dentro desse cendario pode-se citar as spécies silvestres P. laurifolia, P. nitida, P. tenuifilla,
P.mucronata, P. giberti, P. amethytina, P. quadrangularis, P. setacea, P. coccinea, P.
caerulea, as quais apresentaram em estudos preliminares, variabilidade genética suficiente
para resisténcia das principais doencas do maracujazeiro (CUNHA et al., 2002, SANTOS
FILHO E JUNQUEIRA, 2003).

Os problemas fitossanitarios como, as doencgas e pragas que acometem a cultura do
maracujazeiro estdo entre os fatores que mais ameacam a expansao e a prépria manutencao da
producdo de maracuja, sendo as principais doencas: 0 endurecimento dos frutos (Cowpea
aphid-borne mosaic virus - CABMV), a bacteriose (Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae),
a murcha de Fusarium (Fusarium oxyposrum f.sp. passiflorae), antracnose (Colletotrichum
gloeosporioides), septoriose (Septoria passiflorae) e a verrugose (Cladosporium spp)
(JUNQUEIRA et al., 2005).

Acessos resistentes a doencas, como, antracnose, bacteriose, virose do

endurecimento dos frutos e fusariose foram, dentre outros, identificados em varias espécies



silvestres de Passiflora. Essa diversidade disponibiliza grande potencial de genes de interesse
para programas de melhoramento genético do maracujazeiro. Dentre as caracteristicas a serem
exploradas, destaca-se, a busca por resisténcia a doencas e a algumas pragas, bem como
outras caracteristicas interessantes, como: longevidade, periodo de florescimento ampliado,
maior adaptacdo a condigBes climaticas adversas, maior concentracdo de componentes
quimicos interessantes para a industria farmacéutica e outras potencialidades (JUNQUEIRA
etal., 2005; BELLON etal., 2007; MELETTI etal., 2005).

Estudos agrondmicos em espécies silvestres mantidas em germoplasma mostraram
potencial de espécies, como, P. actinia, P. setacea, P. coccinea para resisténcia a virose do
endurecimento do fruto; outras espécies, como, P. odontophylla, P. gibertii, P. carulea, P.
serrato-digitata, P. actinea, P. mucronata e alguns acessos de P. edulis e P. nitida para
resisténcia a bacteriose, e das espécies P. serrato-digitata, P. gibertii, P. coccinea, P. actinia,
P. setacea, p. nitida, P. caerulea e alguns de P. edulis com resisténcia a antracnose. Essas
avaliagcbes favoreceram o0 uso das espécies silvestres com caracteristicas relevantes
(resisténcias a doencgas), podendo ser introduzidas no maracujazeiro comercial (FALEIRO et
al., 2012).

Foram avaliados e observados em estudos resultados promissores na hibridacao intra e
interespecifica (VANDERPLANK, 2000). BORGES et al., (2003) constatou que em trabalho
semelhante, obteve-se indices adequados de cruzamento entre espécies comerciais e algumas
espécies silvestres como, P. setacea, P. coccinea e P. caerulea, espécies que apresentam

resisténcia a varias doencas que afetam o desenvolvimento das espécies comerciais.

BANCO ATIVO DE GERMOPLASMA (BAG)

Os Bancos Ativos de Germoplasma sao unidades conservadoras de material genético
de uso imediato e com potencial para uso futuro, além disso, a conservagdo pode ser in situ
(quando mantido no seu habitat natural) ou ex situ (quando mantido fora do seu habitat
natural) e, tém por finalidade o manejo da variabilidade genética de espécies de interesse para
corroborar com pesquisa em geral, sobretudo, para 0 melhoramento genético (SOUSA, 2014;
VEIGA, 2008).

A caracterizacdo das espécies e dos acessos pode ser morfoldgica, agronémica,
molecular ou fisico-quimica (SOUSA, 2014). As técnicas baseadas em analises moleculares

se destacam, pois permite acessar a diversidade genética diretamente ao nivel de DNA, sem a
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interferéncia das influéncias ambientais ou do estagio de desenvolvimento, o que corrobora
com estudos mais robustos para a comunidade cientifica (LACERDA et al. 2002;
RABBANI et al. 1998).

As constantes modificacdes dos biomas decorrentes de acdes antrépicas acarretam
danos, muitas vezes, irreparaveis. Diversas espécies de vegetais sdo dizimadas sem a0 menos
obter-se conhecimento sobre tais, causando assim, declinio nas populacbes devido a erosao
genética. A divesidade genética existente nas espécies de Passiflora vem sendo perdida
(FERREIRA, 2005; MELETTI et al., 2005; JUNQUEIRA et al., 2005). Uma alternativa
que contribui para a conservagdo de espéecies de Passiflora silvestre estd associada a a¢oes de
pré-melhoramento da passicultura, bem como, potenciais a¢fes de conservacdo da diversidade
genética, assim, a caracterizagdo de genotipos, construcdo e manutencdo de Bancos Ativos de
Germoplasma (BAG) sao essenciais (CERQUEIRA SILVA, 2009).

O Brasil é considerado centro de diversidade do género Passiflora, possuindo ampla
distribuicdo em banco de germoplasma que, servem como subsidio para programas de
conservacdo e melhoramento genético. Os programas de melhoramento buscam obter
variedades resistentes a doencas e pragas. Essas caracteristicas sao incorporadas por meio da
utilizacdo de genes de resisténcia em variedades de importancia econdémica. Assim, apos a
hibridagdo interespecifica, obtem-se variedades aperfeigcoados, tornando-se resistentes a um
determinado patdgeno que acometem 0s maracujazeiros. Com base nessas modificaces
genéticas, é possivel diminuir o uso de defensivos agricolas (MELETTI, 2011;
CROCHEMORE et al. 2003; MELETTI et al. 2005; MEDEIROS et al. 2009).

O Banco Ativo de Germoplasma “Flor da Paixdo”, administrado pela EMBRAPA
Cerrados &, dentre outros, um exemplo de conservacdo dos recuros genéticos das espécies de
Passiflora e contribui para a reducdo da erosdo genética. Além disso, o0 BAG tem por
finalidade auxiliar no melhoramento genético do maracujazeiro P. edulis (azedo) e P. alata
(doce), assim, ampliando a base genética e, subsidiando na diversificacdo da producdo de
Passifloras ornamentais, funcionais e medicinais. Contribuindo na valoracdo do germoplasma

e no conhecimento da rica biodiversidade brasileira de acessos silvestres (FALEIRO, 2007).
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Figura 1. Banco Ativo de Germoplasma “Flor da Paixa0” da Embrapa
Cerrados, localizada no Distrito Federal — DF. Fonte: Acervo proprio.

Além do BAG da Embrapa Cerrados - DF, essas atividades sdo desenvolvidas
também pela Embrapa Mandioca e Fruticultura localizada em Cruz das Almas - BA. Essas
unidades realizam coleta, conservacdo, intercdmbio, documentacdo, caracterizacdo e
avaliacdo de germoplasma de areas representativas dos diversos agrossistemas dentro de sua
abrangéncia estadual, que, em conjunto, formam a principal colecéo ativa do pais. O BAG da
Embrapa Mandioca e Fruticultura é constituido por 478 acessos do género Passiflora, em sua
maioria, espécies de interesse imediato com potencial para o melhoramento genético do
maracujazeiro (JESUS et al., 2014)

A Universidade Estadual Santa Cruz (UESC) possui em sua unidade um Banco
Ativo de Germplasama, onde sdo desenvolvidas e realizadas pesquisas genético moleculares
com o género Passiflora (SOUSA, 2014; PEREIRA, 2012; ABREU et al., 2009). As
unidades, referidas sdo exemplos de alguns centros de pesquisa que possuem BAG de
Passiflora, porém existem no Brasil aproximadamente 67 espécies de passifloras distribuidas
e mantidas em diferentes BAGs, a exemplo: CNPMF, UNESP, IAPAR, IAC, ESALQ, UENF,
UFRRJ (FERREIRA, 2005).
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MARCADORES MOLECULARES

Os marcadores moleculares sdo ferramentas que permitem acessar o DNA e, assim,
determinar as diferencas e semelhancas entre individuos geneticamente relacionados
(BOREM E MIRANDA, 2005). Essas informacdes genéticas podem ser obtidas através de
varias técnicas moleculares. Os marcadores moleculares fornecem informacGes com relagéo a
identidade genética, a diversidade, a frequéncia génica e os relacionamentos filogenéticos dos
recursos genéticos de determinado germoplasma. Essas informacGes moleculares, ou seja,
informacdes do gendtipo, quando associadas a outras, como, informacdes fenotipicas, podem
se complementar, oferecendo subsidio para aumentar a eficiéncia dos processos desde a coleta
e seus procedimentos, passado pelo planejamento de cruzamentos e, até a selecdo de

genotipos com caracteristicas desejadas em programas de melhoramento (FALEIRO, 2007).

As técnicas moleculares possuem grande importancia nos estudos genéticos de
plantas, no melhoramento e na conservagdo das espécies. Assim, devido a diversidade do
género Passiflora e a importancia econdmica e ecoldgica, diversos estudos estdo sendo
realizados na caracterizacdo genética no género Passiflora, mediante diferentes marcadores
moleculares (BARBOSA, 2016).

Dentre os marcadores baseados em PCR (Poymerase Chain Reactions) os mais
utilizados séo: marcadores dominantes (Random Amplified Polymorphic DNA - RAPD, Inter
Simple Sequence Repeat - ISSR, Resistance Genes Analogs - RGA, Amplified Fragment
Length Polymorphism - AFLP), quanto marcadores co-dominantes (Restriction Fragment
Length Polymorphism - RFLP, Simple Sequence Repeats - SSR, single nucleotide
polymorphism - SNP). (MACIEL, 2014). Podem ser definidos como, marcadores dominantes
(sem distingdo de homozigoto e heterozigoto) e/ou co-dominante (possibilidade de distingéo
entre homozigoto e heterozigoto) (FERREIRA E GRATTAPAGLIA, 1998; FALEIRO,
2007).

Para 0 género Passiflora, o primeiro registo de estudos mediante ao uso de
marcadores moleculares para investigar diversidade genética, foi realizado por
FAREJADO et al., (1998) com o marcador RAPD. No decorrer da histéria cronolédgica dos
marcadores moleculares em estudos do género Passiflora, os marcadores mais recentes,
sdo 0s, RGAs, ISSR e os SNPs, sendo sua utilizacdo iniciada ha 8, 7 e 5 anos,
respectivamente (PAULA et al., 2010; SANTOS et al., 2011; PEREIRA et al., 2011). Um
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esquema geral da cronoldgia evolutiva da histéria dos marcadores moleculares esta
apresentado na figura 2 (CERQUEIRA-SILVA et al., 2014).

(A)
SSR RGA
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Figura 2. Esquema cronoldgico ilustrando os principais marcadores moleculares e sua
referéncia inicial. (A) Inicio da utilizacdo de marcadores moleculares e sua referencia
inicial. (B) Inicio da utilizagdo de marcadores moleculares em estudos com 0 género
Passiflora, e suas referenciais iniciais. Fonte: CERQUEIRA-SILVA et al., 2014.

Os marcadores moleculares ISSR (Inter Single Sequence Repeat) sdo caracterizados
por se tratar de uma técnica simples, rapida e eficiente. Passaram a ser utilizados para
substituir os marcadores RAPD (ZIETKIEWICZ et al., 1994). Além disso, sdo marcadores
dominantes, e possuem maior confiabilidade devido a ndo apresentar problemas de
reprodutibilidade e tem capacidade de detectar elevados niveis de polimorfismo (BORNET
et al. 2002). O marcador molecular ISSR sao fragmentos de DNA de 100 a 3000 pb, além do
que, é uma das técnicas de fingerprinting que se baseia na PCR (Polymerase Chain Reaction),
que para amplificar regides entre sequéncias alvo, utiliza primers de sequéncia simples
repetitiva. Essa técnica pode proporcionar um grande namero de marcadores multiloci, com
capacidade de serem aplicados para analisar qualquer organismo, mesmo 0S que possuem

pouca ou nenhuma informacéo genética (ARCADE et al. 2000).

Os marcadores moleculares SNP apresentam variagdoes unicas de nucleotideos em

determinadas sequencias do genoma de individuos de uma dada populagdo. Com base no
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potencial desse marcador, diversos SNPs foram identificados e analisados. Os SNPs s&o
encontrados em qualquer regido do genoma ou seqliéncia de interesse, a exemplo, em exons
de genes candidatos, podendo ter implicagdes diretas nas funcdes da proteina correspondente
(REGINATO, 2001). Outras caracteristicas importantes sdo a maior estabilidade, quando
comparados aos marcadores microssatélites. Além da possibilidade de automacdo, sdo
capazes de identificar polimorfismos em nivel de um unico nucleotideo (PEREIRA et al.,
2005).

RGA (Resistance Gene Analog)

Os marcadores RGAs possuem regides conservadas, denominadas motivos, 0s quais
podem incluir regides ricas em leucina (LRR — Leucine Rich Repeats), sitios de ligacdo a
nucleotideos (NBS - Nucleotide Binding Sites), estruturas complexas de NBS-LRR
(Nucleotide Biding Sit Leucine Rich Repeat) e proteinas quinase (HAMMOND-KOSACK E
JONES, 1997). Essas regides conservadas sdo de suma importancia, podendo representar
sitios de relevancia bioldgica na expressao fenotipica dos genes de resisténcia, apresentando-
se assim, como uma ferramenta Util para diferentes abordagens genéticas (BENT, 1996).

O dominio NBS-LRR em plantas possui sua funcdo associada a resisténcia de
doencas, principalmente se manifestada como uma resposta a hipersensibilidade. J& 0 dominio
LRR é o responsavel primario pelo reconhecimento, atuando assim, como guarda da
maquinaria celular que é susceptivel ao ataque de patdégenos (JONES e DANGL, 2006).

Com base na conservacao filogenética, diferentes primers foram desenvolvidos com
o0 proposito de amplificar regides analogas a genes de resisténcia (RGAs) (LEISTER et al.,
1996; KANAZIN et al., 1996; YU et al., 1996). Assim, esses marcadores possibilitam
obter muito polimorfismo entre distintos acessos de uma mesma espécie ou género, podendo
corroborar em sistemas de caracterizacdo genética de acessos e variedades (HAMMOND-
KOSACK E JONES, 1997).

O estudo realizado por Paula et al. (2010), utilizou marcadores moleculares analogos
a genes de resisténcia (RGA — Resistance Gene Analog), para avaliar espécies de passiflora
silvestre, e, por vez, obteve-se resultado que permitiu o desenho de marcadores RGAs. Essa

variabilidade possibilita estabelecer niveis de similaridade genética entre os acessos. Além de
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identificar sequéncias relacionadas a genes de resisténcia a doengas em plantas, que podem
ser utilizadas em futuros cruzamentos.

A diversidade genética existente nas espécies de Passiflora é, dentre outros fatores,
ferramenta valiosa para acGes de melhoramento visando a obtencdo de genotipos mais
adequados para sistema de cultivo. Assim, é necessario o desenvolvimento de trabalhos
relacionados a caracterizacdo e avaliacdo das espécies, para posterior selecdo de genes com
caracteres de interesse (SANTOS et al. 2011).



16

REFERENCIAS

ABREU, S. P. M.; PEIXOTO, J. R.; JUNQUEIRA, N. T. V.; SOUZA, M. A. F.
CARACTERISTICAS AGRONOMICAS DE SEIS GENOTIPOS DE MARACUJAZEIRO-
AZEDO CULTIVADOS NO DISTRITO FEDERAL. Revista Brasileira de Fruticultura,
v.31, p. 920-924, 2009.

AGRIANUAL. ANUARIO DA AGRICULTURA BRASILEIRA. Sao Paulo: FNP, 2006.
p. 359-365. 2017.

APG Il (ANGIOSPERM PHYLOGENY GROUP). AN UPDATE OF THE ANGIOSPERM
PHYLOGENY GR OUP CLASSIFICATION FOR THE ORDERS AND FAMILIES OF
FLOWERING PLANTS: Botanical Journal of the Linnean Society. 141: 399-436, 2003.

APG Il (ANGIOSPERM PHYLOGENY GROUP). AN UPDATE OF THE ANGIOSPERM
PHYLOGENY GROUP CLASSIFICATION FOR THE ORDERS AND FAMILIES OF
FLOWERING PLANTS: Botanical Journal of the Linnean Society, 161: 105-121. 2009.

ARCADE, A. F.; ANSELIN, P.; FAIVRE, R. M. C.; LESAGE, L. E.; PRAT, D.
APPLICATION OF AFLP, RAPD AND ISSR MARKERS TO GENETIC MAPPING OF
EUROPEAN AND JAPONESE LARCH. Theoretical and Applied Genetics, v.100, p. 299-
307, 2000.

BARBOSA, N. C. S. ANATOMIA FOLIAR E DIVERSIDADE GENETICA EM Passiflora
spp. (PASSIFLORACEAE L.) RESISTENTES AO Cowpea aphid-borne mosaic virus
(CABMV). BAHIA. 120f. Dissertacdo de mestrado (Genética e Biodiversidade). UFBA. p.
15-26, 2016.

BELLON G., FALEIRO F.G., JUNQUEIRA K.P., JUNQUEIRA N.T.V., SANTOS E.C,,
BRAGA M.F., GUIMARAES C.T. VARIABILIDADE GENETICA DE ACESSOS
SILVESTRES E COMERCIAIS DE PASSIFLORA EDULIS SIMS. COM BASE EM
MARCADORES RAPD. Revista Brasileira de Fruticultura. 29: 124-127, 2007.

BENT, A. F. PLANT DISEASE RESISTANCE GENES: FUNCTION MEETS
STRUCTURE. Plant Cell, Rockville, v.8, p. 1757-1771, 1996.

BERNACCI, L. C.; CERVI, A.C.; MILWARD-DE-AZEVEDO, M.A.; NUNES, T.S.; IMIG,
D.C.. MEZZONATO, A.C.. PASSIFLORACEAE. IN: LISTA DE ESPECIES DA
FLORA DO BRASIL. Jardim Botanico do Rio de Janeiro. 2016.

BERNACCI, L. C, MELETTI L. M. M., SOARES-SCOTT, M
D.; PASSOS, I. R. S.; JUNQUEIRA, N. T. V. ESPECIES DE MARACUJA:
CARACTERIZACAO E CONSERVACAO DA BIODIVERSIDADE. IN: FALEIRO, F. G.;
JUNQUEIRA, N. T. V., BRAGA, M. F.(ED.). MARACUJA: GERMOPLASMA
MELHORAMENTO GENETICO. PLANALTINA: Embrapa Cerrados. Cap. 22, p. 558-
586, 2005.



17

BERNACCI, L.C.; VITTA, F.A.; BAKKER, Y.V. PASSIFLORACEAE. IN: WANDERLEY,
M.G.L.; SHEPHERD, G.J.; GIULIETTI, A.M.; MELHEM, T.S. (Ed.). Flora Fanerogamica
do Estado de Sdo Paulo. Sao Paulo: RiMa/FAPESP, v. 3, p. 247- 274, 2003.

BOREM, A.; CAIXETA, E. T. MARCADORES MOLECULARES. 22 Ed. UFV, Vigosa,
532 p., 20009.

BOREM, A, MIRANDA, G. V. MARCADORES MOLECULARES. IN:
MELHORAMENTO DE PLANTAS. 4 ed. Vigosa: UFV, cap. 30, p. 441-463, 2005.

BORGES, A. L.; RODRIGUES, M. G.; LIMA, A. A.; ALMEIDA, I. E.; CALDAS, R. C.
PRODUTIVIDADE E QUALIDADE DE MARACUJA-AMARELO IRRIGADO,
ADUBADO COM NITROGENIO E POTASSIO. Revista Brasileira de Fruticultura.
25:259-262, 2003.

BORNET, B.; BRANCHARD, M. NONANCHORED INTER SIMPLE SEQUENCE
REPEAT (ISSR) MARKERS: REPRODUCIBLE AND SPECIFIC TOOLS FOR GENOME
FINGERPRINTING. Plant Molecular Biology Report, v. 19, p. 209-215, 2002.

CERQUEIRA-SILVA, C. B. M. AVALIACOES BIOMETRICAS, GENETICAS E
MOLECULARES VISANDO CONSERVACAO E MELHORAMENTO DE PASSIFLORA
SPP. DISSERTACAO (GENETICA E BIOLOGIA MOLECULAR). Universidade
Estadual do Sudoeste da Bahia. p. 6-8. 20009.

CERQUEIRA-SILVA, C. B. M., SANTOS, E. S. L., VIEIRA, J. G. P.,, MORI, G. M., JESUS,
0. N., CORREA, R. X., SOUZA, A. P. NEW MICROSATELLITEMARKERS FOR WILD
AND COMMERCIAL SPECIES OF PASSIFLORA (PASSIFLORACEAE) AND CROSS-
AMPLIFICATION. Applications in Plant Sciences 2:1-5. 2014.

CER}/I, AC. O GENERO, PASSIFLORA L. (PASSIFL ORACEAE) NO BRASIL,
ESPECIES DESCRITAS APOS O ANO DE 1950. Adumbrationes ad Summae Editionem.
16: 1-5. 2006.

CERVI, AC.; IMIG, D.C. A NEW SPECIES OF PASSIFLORA (PASSIFLORACEAE)
FROM. MATO GROSSO DO SUL, BRAZIL. PHYTOTAXA. 103(1): 46-50, 2013.

COSTA, A. F. S. Recomendac®es técnicas para o cultivo do maracujazeiro. Vitoria: Incaper,
56p. 2008.

COSTA, A. M., TUPINAMBA, D. D. O MARACUJA E SUAS PROPRIEDADES
MEDICINAIS — ESTADO DA ARTE. IN: FALEIRO, F. G., JUNQUEIRA, N. T. V,,
BRAGA, M. F. (EDS.) MARACUJA: GERMOPLASMA E MELHORAMENTO
GENETICO. Planaltina: Embrapa Cerrados, 475 — 508p, 2005.

CROCHEMORE, M.L.; MOLINARI, H. B.; STENZEL, N. M. C. Caracterizacdo
agromorfoldgica do maracujazeiro (Passiflora spp.). Revista Brasileira de Fruticultura,
Jaboticabal, v.25, n. 1, p.5-10, 2003.

CUNHA, M. A. P; BARBOSA, L. V. JUNQUEIRA, N. T. V. ~ESPECIES DE
MARACUJAZEIRO. IN: LIMA, A. A. (ED.). MARACUJA PRODUGCAO: ASPECTOS



18

TECNICOS. BRASILIA, DF: Embrapa Informacdo Tecnoldgica, (Embrapa Informagéo
Tecnologica. Frutas do Brasil; 15).104 p. 2002.

ESCOBAR, L.K. A NEW SUBGENUS AND FIVE NEW SPECIES IN PASSIFLORA
(PASSIFLORACEAE) FROM SOUTH AMERICA. Annals of Missouri Botanical Garden,
76: 877-885, 1989.

FAJARDO, D.; ANGEL, F.;GRUM, M;TOHME, J.; LOBO, M;ROCA,
WM; SANCHEZ, |. Analise da variacdo genética do género Passiflora L. utilizando
marcadores RAPD. Euphytica. 101, 341-347. 1998.

FALEIRO, F. G. MARCADORES GENETICO-MOLECULARES APLICADOS A
PROGRAMAS DE CONSERVACAO E USO DE RECURSOS GENETICOS; PRINCIPAIS
APLICACOES DOS MARCADORES GENETICO-MOLECULARES NOS PROGRAMAS
DE CONSERVACAO E USO DE RECURSOS GENETICOS. Planaltina, DF: Embapa
Cerrado. p.40-41, 2007.

FALEIRO, F.G.; JUNQUEIRA, N.T.V.; BRAGA, M.F.; COSTA, A.M. CONSERVACAO E
CARACTERIZACAO DE ESPECIES SILVESTRES DE MARACUJAZEIRO
(PASSIFLORA SSP.) E UTILIZAGAO POTENCIAL NO MELHORAMENTO GENETICO,
COMO PORTAENXERTOS, ALIMENTOS FUNCIONAIS, PLANTAS ORNAMENTAIS E
MEDICINAISN- RESULTADOS DE PESQUISA. Documentos 312. Embrapa Cerrados.
Outubro. p. 14-15, 2012.

FERREIRA, F. R. RECURSOS GENETICOS DE PASSIFLORA. IN: FALEIRO, F. G;
JUNQUEIRA, N. T. V.; BRAGA, M. F. (ED.). MARACUJA: GERMOPLASMA E
MELHORAMENTO GENETICO. Planaltina: Embrapa Cerrados. cap. 2, p. 41- 51, 2005.

FERREIRA, M.E.; GRATTAPAGLIA, D. INTRODUCAO AO USO DE MARCADORES
MOLECULARES EM ANALISE GENETICA. 3. ed. Brasilia: EMBRAPA-CENARGEN.
p. 79 — 82, 1998.

FEUILLET, C.;, MACDOUGAL, J. M. PASSIFLORACEAE. IN: KUBITZI, K. THE
FAMILIES AND GENERA OF VASCULAR PLANTS. Springer, v. IX. Berlin, p. 270-281,
2007.

GONGCALVES, J. S.; SOUZA, S. A. M. FRUTA DA PAIXAO: PANORAMA
ECONOMICO DO MARACUJA NO BRASIL. Informagdes Econémicas, Sdo Paulo, v.36,
n.12, p.29-35, 2006.

HAMMOND-KOSACK, K.E.; JONES, J.D.G. PLANT DISEASE RESISTANCE GENES.
ANNUAL REVIEW OF PLANT PHYSIOLOGY AND PLANT MOLECULAR BIOLOGY,
v.48, p.575-607, 1997.

IBGE'— INSTITUTO BJRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA. PRODUC}AO
AGRICOLA MUNICIPAL. 2017. Disponivel em: http://www.sidra.ibge.gov.br/bda
/pesquisas/pam/. Acesso em17/09/2018.




19

JESUS, O. N.; MACHADO, C. F.; SOARES, T. L.; JUNGHANS, T. G.; OLIVEIRA, E. J;
FALEIRO, F. G. Recursos genéticos de Passiflra en Embrapa Mandioca e Fruticultura. Artigo
em Anais: CONGRESSO LATINOAMERICANO DE PASSIFLORA. 2014.

JONES, J.; DANGL, J. THE PLANT IMMUNE SYSTEM. Nature, v.444, p.323-329, 2006.

JubD, W.S.,, CAMPBELL, C.S.,, KELLOG, E.A. E STEVENS, P.F. PLANT
SYSTEMATICS: A PHYLOGENETIC APPROACH. Sunderland, Sinauer Associates. p.
462p, 1999.

JUDD, W.S.; CAMPBELL, C.S.; KELLOGG, E.A.; SETEVENS, P.F.; DONOGHUE, M.J.
SISTEMATICA VEGETAL: UM ENFOQUE FILOGENETICO. 3* ED. PORTO
ALEGRE, RS: ARTMED. 612 p. 2009.

JUNQUEIRA, K. P, FALEIRO, F. G., JUNQUEIRA, N. T. V., BELLON, G., RAMOS, J.
D., SOUZA, L. S., SANTOS, E. C. OBTENCAO DE HIBRIDOS INTERESPECIFICOS DE
PASSIFLORA LAURIFOLIA L. E PASSIFLORA NITIDA KUNTH. IN: 4° CONGRESSO
BRASILEIRO DE MELHORAMENTO DE PLANTAS, S&o Lourenco. Anais do 4°
Congresso Brasileiro de Melhoramento de Plantas. S&o Lourengo: UFLA. CD-ROM. 2007.

JUNQUEIRA, N. T. V.; BRAGA, M. F.; FALEIRO, F. G.; PEIXOTO, J. R.; BERNACCI, L.
C. POTENCIAL DE ESPECIES SILVESTRES DE MARACUJAZEIRO COMO FONTE DE
RESISTENCIA A DOENCAS. IN: FALEIRO, F. G.; JUNQUEIRA, N. T. V.; BRAGA, M.F.
(ED.). MARACUJA: GERMOPLASMA E MELHORAMENTO GENETICO. Planaltina:
Embrapa Cerrados. cap. 4, p. 81-107. 2005.

KANAZIN, V.; FREDERICK, M.L.; SHOEMAKER, R.C. RESISTANCE GENE
ANALOGS ARE CONSERVED AND CLUSTERED IN SOYBEAN. Proceedings of the
National Academy of Sciences of the U S A, v.93, p.11746-11750, 1996.

KILLIP, E.P. THE AMERICAN SPECIES OF PASSIFORACEAE. PUBLICATION OF
FIELD MUSEUM OF NATURAL HISTORY, Botanical Series, 19: 1-613, 1938.

KLUGE, R.A. MARACUJAZEIRO. IN: CASTRO, P.R.C; KLUGE, R.A.
ECOFISIOLOGIA DE FRUTEIRAS TROPICAIS, Séo Paulo: Nobel. p. 111, 1998.

LACERDA, D. R.; ACEDO, M. D. P.; LEMOS FILHO, J. P.; LOVATO, M. B. A técnica de
RAPD: uma ferramenta molecular em estudos de conservacgédo de plantas. Lundiana 3 (2): 87-
92. 2002.

LEISTER, D.; BALLVORA, A.; SALAMINI, F.; GEBHARDT, C. A. A PCR-BASED
APPROACH FOR ISOLATING PATHOGEN RESISTANCE GENES FROM POTATO
WITH POTENTIAL FOR WIDE APPLICATION IN PLANTS. Nature Genetics, v.14,
p.421-429, 1996.

LOPES, S. C. CITOGENETICA DO MARACUJA, PASSIFLORA SPP. IN: SAO JOSE, A.
R. A CULTURA DO MARACUJA NO BRASIL. Jaboticabal:FUNEP. p. 201-209, 1991.

MACDOUGAL, J.M. & FEUILLET, C. Systematics. In: Ulmer, T. & MacDougal, J.M. (ed.),
Passiflora: passionflowers of the world. Portland Oregon: Timber Press. p. 27-31. 2004.



20

MACIEL, C. C. DIVERSJDADE DE GENOTIPOS DE MELAO POR MEIO DE
DESCRITORES MORFOLOGICOS E MARCADOR RGA. Dissertacdo de mestrado.
Universidade Estadual de Santa Cruz. 2014.

MEDEIROS, S. A. F. DE; YAMANISHI, O. K.; PEIXOTO, J. R.; PIRES, M. C,;
JUNQUEIRA, V.; GALVARROS, J.; LOBO, B. CARACTERIZACAO FISICO-QUIMICA
DE PROGENIES DE MARACUJA-ROXO E MARACUJA-AZEDO CULTIVADOS NO
DISTRITO FEDERAL. Revista Brasileira de Fruticultura, Jaboticabal. v. 31, n.2, p.492—
499, 20009.

MELETTI, L. M. M. AVANCOS NA CULTURA DO MARACUJA NO BRASIL. Revista
Brasileira de Fruticultura. Volume Especial:83-91, 2011.

MELETTI, L. M. M.; SOARES-SCOTT, M. D.; BERNACCI, L. C. CARACTERIZACAO
FENOTIPICA DE TRES SELECOES DE MARACUJAZEIRO-ROXO (PASSIFLORA
EDULIS SIMS). Revista Brasileira de Fruticultura, v. 27, p.268-72, 2005.

MELETTI, L. M.M., SOARES-SCOTT, M. D.; BERNACCI, L. C.; PASSOS, I. R.
S.MELHORAMENTO GENETICO DO MARACUJA: PASSADO E FUTURO. IN:
FALEIRO, F. G.; JUNQUEIRA, N. T. V.; BRAGA, M .F. MARACUJA: GERMOPLASMA
E MELHORAMENTO GENETICO. Planaltina: Embrapa Cerrados, pp.55-78. 2005.

MILWARD-DE-AZEVEDO, M. A, BAUMGRATZ, J. F. A. PASSIFLORA L.
SUBGENERO DECALOBA (DC.) RCHB. (PASSIFLORACEAE) NA REGIAO SUDESTE
DO BRASIL. Rodriguésia. 55(85): 17 — 54. 2004.

MONTEIRO, L. B.; MENDONCA, M. R.; ANDRADE, A. T.; CAMARGO, T.; SOUSA, K.
M.; Ol, R.; MORAES, M. S. M.; LIA, L. R. B.; MORAES JUNIOR, D. CURVA DE
SECAGEM DO MESOCARPO DO MARACUJA AMARELO. Revista Ceciliana, Santa
Cecilia, v. 2, n. 1, p. 42-44, 2010.

MUSCHNER, V.C.; LORENZ, A.P.; CERVI, A.C.; BONATTO, S.L.; SOUZA-CHIES, T.T;
SALZANO, F.M.; FREITAS, L.B. A FIRST MOLECULAR PHYLOGENETIC ANALYSIS
OF PASSIFLORA (PASSIFLORACEAE). American Journal of Botany, 90(8): 1229-1238,
2003.

NUNES, T.S. A FAMILIA PASSIFLORACEAE NO ESTADO DA BAHIA, BRASIL.
Dissertacdo de mestrado. Universidade Estadual de Feira de Santana, Feira de Santana,
Bahia. p.190, 2002.

PADUA, J. G. ANALISES GENETICAS DE ESPECIES DO GENERO PASSIFLORA
ACEAE NA CHAPADA DIAMANTINA, BAHIA, BRASIL. Sitientibus, Série Ciéncias
Bioldgicas, v. 1, n. 1, p. 33-46, 2001.

PAIVA, C. L. DESCRITORES MORFOLOGICOS E MARCADORES
MICROSSATELITES NA CARACTERIZACAO DEGERMOPLASMA DE PASSIFLORA
spp. Rio de Janeiro . 60f. Dissertacdo de Mestrado (Genética e Melhoramentode Plantas).
Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro. p. 4, 2013.



21

PAULA, S. M. DA,; FONSECA, M. E. N. DE.; BOITEUX, L. S.; PEIXOTO, J. R.
CARACTERIZACAO GENETICA DE ESPECIES DE PASSIFLORA POR MARCADORES
MOLECULARES ANALOGOS A GENES DE RESISTENCIA. Rer. Bras. Frut.,
Jaboticabal SP. v 32, n 1, p 222-229, 2010.

PEREIRA, A. S. GENETICA E POS-MELHORAMENTO EM VARIEDADES DE
MARACUJAZEIRO AMARELO: VARIABILIDADE ACESSADA POR FERRAMENTAS
BIOMETRICAS E MOLECULARES. Dissertacdo de mestrado. Universidade Estadual
Santa Cruz (UESC), llheus — BA, 2012.

PEREIRA, D. A.; CORREA, R. X., OLIVEIRA, A. C. MOLECULAR GENETIC
DIVERSITY AND DIFFERENTIATION OF POPULATIONS OF ‘SOMNUS’ PASSION
FRUIT TREES (PASSIFLORA SETACEA DC): IMPLICATIONS FOR CONSERVATION
AND PRE-BREEDING. Biochemical Systematics and Ecology, 59: 12-21, 2015.

PEREIRA, G.S. Desenvolvimento De Marcadores SSR, M-AFLP E SNP Visando a
Integracdo De Mapas Genético-moleculares De Passiflora Alata Curtis. Universidade de Séo
Paulo, 2011.

PEREIRA, M. G.; PEREIRA, T. N. S. ; VIANA, A. P. Marcadores moleculares aolicados ao
melhoramento genético do maracujazeiro. In: Fabio Gelape Faleiros; Nilton Tadeu Vilela
Junqueira; Marcelo Fidelis Braga;. (Org.). Maracuja: germoplasma e melhoramento genético.
led. Brasilia: EMBRAPA. v. 1, p. 277-294. 2005.

RABBANI, M. A.; IWABUCHI, A.; MURAKAMI, Y.; SUZUKI, T.; TAKAYANASHI, K.
VARIATION AND THE RELATIONSHIP AMONG MUSTARD (BRASSICA JUNCEA)
GERMPLASM FROM PAKISTAN. Euphytica, v. 101, p. 357-366, 1998.

REGITANO, L.C.A. Introducdo a analise de marcadores moleculares. Pages 25-39 In:
Regitano, L.C.A. and L.L. Coutinho (eds.). Biologia molecular aplicada a producdo animal.
EMBRAPA, Brasilia, Brasil. 2001.

REOLON, C. A. FATORES DE INFLUENCIA NAS CARACTERISTICAS FiSICO-
QUIMICAS E MINERAIS DA CASCA DO MARACUJA E SEU APROVEITAMENTO NA
ELABORACAO DE DOCE. 84 f. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia) - Universidade
Estadual do Oeste do Parana, Marechal Candido Rondon, 2008.

SANTQS FILHO, H. P.; JUNQUEIRA, N. T. MARACUJA: FITOSSANIDADE.
BRASILIA: Embrapa Informacéao Tecnologica, Série Frutas do Brasil. p 86, 2003.

SANTOS, L.F.; OLIVEIRA, E.J,; SILVA, AS.; CARVALHO, F.M.; COSTA, J.L.; PADUA,
J.G. 2011. ISSR MARKERS AS A TOOL FOR THE ASSESSMENT OF GENETIC
DIVERSITY IN PASSIFLORA. BIOCHEMICAL GENETICS, V. 49, P. 540-554, 2011.

SOARES, W. S. CARACTERIZACAO DO GERMOPLASMA E ESTUDO DA
COMPATIBILIDADE INTERESPECIFICA EM Passiflora spp. do Programa de Pos-
Graduacdo em Genética e Melhoramento. Dissertacdo (Magister Scientiae). Universidade
Federal de Vigosa. Minas Gerais. 2016.



22

SOUSA, A.,G. R. DIVERSIDADE GENETICA INTER E INTRAESPECIFICA E ANALISE
CITOGENETICA EM ESPECIES SILVESTRES DE PASSIFLORAS. BAHIA. 68f.
Dissertacdo de Mestrado (Producéo Vegetal). UESC. p. 12. 2014.

SOUZA, J. S. I; MELETTI, L. M. M. MARACUJA: ESPECIES, VARIEDADES,
CULTIVO. Piracicaba: FEALQ. 179 p. 1997.

ULMER, T. E MACDOUGAL, JM. PASSIFLORA: PASSIONFLOWERS OF THE
WORLD. Portland Oregon: Timber Press. p.430, 2004.

VANDERPLANK, J. E. DISEASE RESISTANCE IN PLANTS. New York: Academic
Press, 1968. 206 p.

VANDERPLANK, J. PASSION FLOWERS. 32 ed. Cambridge: The MIT Press. p. 224,
2000.

VEIGA, RF. DE A. BANCOS DE GERMOPLASMA. 2008. Disponivel em:
http://www.biota.orqg.br/pdf/v72cap04.pdf.

WETZEL, M. M. V. S., GIMENES, M. A., PADUA, J. G., JOSE, S. C. B. R., NETO, L. G.
P. CONSERVACAO DE ESPECIES SILVESTRES COMPOTENCIAL DE UTILIZAQAO
EM PROGRAMAS DE PRE-MELHORAMENTO NA COLECAO BASE DA EMBRAPA.
LOPES, M. A., FAVERO, A. P., FERREIRA, M. A. J. F., FALEIRO, F. G, FOLLE, F. M.,
GUIMARAES, E. P (EDS.). PRE-MELHORAMENTO DE PLANTAS: ESTADO DA ARTE
E EXPERIENCIAS DE SUCESSO. Embrapa Informacdes tcnologicas, Brasilia, DF. p.
102-122. 2011.

YU, Y.G,; BUSS, G.R.; SAGHAI MAROOF, M.A. ISOLATION OF A SUPER FAMILY
OF CANDIDATE DISEASE-RESISTANCE GENES IN SOYBEAN BASED ON A
CONSERVED NUCLEOTIDE-BINDING SITE. Proceedings of the National Academy of
Sciences of the USA, v.93, p.11751-11756, 1996.

ZAMBERLAN, P.M. FILOGENIA DE PASSIFLORA L. (PASSIFLORACEAE):
QUESTOES INFRA-SUBGENERICAS. Porto Alegre, 105f. Dissertacdo de Mestrado
(Genética e Biologia Molecular). UFRGS. p. 11, 2007.

ZIETKIEWICZ E.; RAFALSKI A.; LABUDA D. GENOMIC FINGERPRINTING BY
SIMPLE SEQUENCE REPEAT (SSR)-ANCHORED POLYMERASE CHAIN REACTION
AMPLIFICATION. Genomics. v.20, p.176-183, 1994.



23

CAPITULO I

Periddico pretendido para submissdo: Euphytica

CARACTERIZACAO E SELECAO DE MARCADORES
MOLECULARES RGAs EM ESPECIES DE Passiflora spp.
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RESUMO: Objetivou-se com essa pesquisa caracterizar o padrdo de amplificacdo e
selecionar combinacbes de iniciadores RGA (Resistance Gene Analogs) para subsidiar
estudos genéticos em maracujazeiros. Para tanto, foram realizados testes de amplificacdo com
0 uso de 17 combinacgdes de iniciadores RGAs em 79 especies de Passiflora spp. e 12
variedades (BRS). Os produtos de amplificagdo foram visualizados a partir de corrida
eletroforética, em gel de agarose a 2% com auxilio de um fotodocumentador Kodak. Dentre
as 17 combinacOes de iniciadores RGAs testados, todos geraram produtos de amplificacdo.
Tendo em vista os resultados apresentados, pode-se atestar que as combinacdes de iniciadores
RGAs, sdo adequadas para subsidiar estudos intra e interespecifico de espécies do género
Passiflora L., gerando informacGes importantes para programas de conservacdo e

melhoramento genético.

Palavras-chave: maracujazeiro, selecdo, RGA
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INTRODUCAO

O género Passiflora € o mais representativo da familia Passifloraceae, possuindo
cerca de 525 espécies, sendo o Brasil um dos principais centros dessa diversidade genética
(CERVI; IMIG, 2013), que, por sua vez, ttm registros de aproximadamente 160 espécies,
dentre estas, 87 sdo endémicas (BERNACCI et al., 2016). O Brasil se destaca também, por
ser 0 maior produtor e consumidor de maracuji do mundo (GONCALVES E SOUZA, 2006).

Os maracujazeiros apresentam grande variabilidade intra e interespecifica possuindo
potencial para utilizacdo diversificada nos setores alimenticio, medicinal e ornamental. As
espécies nativas e silvestres de maracuja nao sdo utilizadas unicamente para 0 consumo in
natura, mas também na producdo de farmacos, plantas ornamentais e alimentos funcionais.
Além disso, as espécies silvestres estdo associadas a genes de resisténcia, sendo assim, fonte
em potencial para 0 melhoramento genético das espécies comercializadas, com destaque para
o maracujazeiro azedo (FALEIRO et al., 2006; COSTA; TUPINAMBA, 2005; FALEIRO et
al., 2008; JESUS et al., 2014).

Para reduzir o risco da erosdo genética e aperfeicoar o uso dos maracaujzeiros, torna-
se necessario o estabelecimento de estratégias efetivas de conservacdo ex situ, buscando-se
resgatar a variabilidade existente, mantendo-a disponivel para utilizagdo em programas de
melhoramento genético. Neste sentido, a conservacdo dos recursos genéticos do género
Passiflora tem como alvo a caracterizacdo, avaliagdo, intercambio e documentacdo de seu
germoplasma (JESUS et al., 2014).

O Brasil possui a maior colecdo de acessos de passifloras distribuidos e conservados
em Bancos Ativos de Germoplasma (BAGs) (MELETTI et al. 2005). Os BAGs séo eficientes
na conservacao e manuntencdo das espécies de interesse e consequentemente dos recursos
geneticos, tornando-o assim de extrema importancia, visto que, com o0 aumento das agdes
antropicas, as espécies sofrem ameaca em seu tamanho populacional, o que pode acarretar no
processo de erosdo genética, dessa forma, a conservacdo dos recursos genéticos corrobora em
programas de conservagdo e melhoramento genético (FALEIRO, 2007; SOUSA, 2014).

A caracterizacdo e avaliacdo dos materiais conservados quanto aos aspectos
bioldgicos, agrondmicos e genéticos, é essencial no ambito das acbes de manejo e
conservagdo dos maracujazeiros (FALEIRO, et al. 2011). Nesse contexto, diversos estudos
de caracterizagdo genética do género Passiflora estdo sendo realizados mediante diferentes
marcadores moleculares (VIANA et al., 2003; BELLON et al., 2007; COSTA et al., 2010;
PINHEIEO et al., 2012; BARBOSA, 2016). Dessa forma, os marcadores moleculares
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constituem uma ferramenta Gtil, possibilitando diferenciar individuos geneticamente
relacionados (BOREM E MIRANDA, 2005), gerando informaces genotipicas, que quando
associadas as informacdes de fen6tipo com o meio ambiente, complementam-se, aumentando
a eficiéncia dos estudos (FALEIRO, 2007). Dessa forma, objetivou-se caracterizar e
selecionar o perfil de amplificagdo de marcadores moleculares RGAs (Resistance Genes
Analog), que possibilitem estudos inter e intraespecificos com maracujazeiros, contribuindo
assim, para intensificar programas de conservacdo e melhoramento de espécies do género

Passiflora.

MATERIAIS E METODOS

Coleta de DNA e armazenamento das amostras

O material gendmico foi coletado na Embrapa Cerrados — Centro de Pesquisa
Agropecuéria dos Cerrados - CPAC, situada em Brasilia-DF sob as coordenadas geograficas
(515.6041265,W-47.7119669). As caracterizacdes genéticas foram conduzidas no Laboratdrio
de Genética Molecular Aplicada (LGMA), da Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia
(UESB), Campus Itapetinga-Ba.

Foram coletados acessos representativos de espécies de maracujazeiros presentes no
Banco Ativo de Germoplasma (BAG) “Flor da Paixdo” da Embrapa Cerrados, totalizando 178
acessos, representativos de 79 especies e 12 variedades. Destes acessos, foram considerados
no presente estudo 91, garantindo-se amostras de todas as 79 espécies de Passiflora spp. e dos
12 variedades. Estes acesssos foram avaliados de acordo o critério de presenca e auséncia do
loco.

O DNA dos acessos encontravam-se previamente extraido pelo método Cationic
Hexadecyl Trimethyl Ammonium Bromide (CTAB) (FALEIRO et al. 2003) e quantificados
por espectrofotometria utilizando o equipamento NanoDrop®. Posteriomente os acessos foram
diluidos na proporgdo de 100ul a 50ng/upl para padronizacdo e, apo6s 0s procedimentos

realizados, foram devidadamente condicionados e conduzidos ao LGMA-UESB.

Ensaios de amplificagdo

Para os ensaios de amplificacdo foram utilizadas 17 combinagOes de iniciadores RGAs

(Resistance Genes Analog) (Tabela 1), previamente avaliados para especies do género



26

Passiflora spp. (PEREIRA, 2012; PAULA et al., 2010) e para a espécie Cucumis melo L.

(MACIEL, 2014).

Tabela 1.

Descricdo das combinacGes de iniciadores RGA (Resistance Genes Analog)
utilizadas no estudo e suas respectivas sequéncias de nucleotideos

COMBINACAO INICIADORES SEQUENCIAS' - 3'
1 S1 GGTGGGGTTGGGAAGACAACG
NBSri1 GGTGGGGTTGGGAAGACAACGYCT
5 S2 GGIGGIGTIGGIAAIACIAC
Asl CAAGGCTAGTGGCAATCC
3 S2 GGIGGIGTIGGIAAIACIAC
As? IAAIGCIAGIGGIAAICC
4 NBSf1 GGAATGGGNGGNGTNGGNAARAC
As2 IAAIGCIAGIGGIAAICC
5 S1 GGTGGGGTTGGGAAGACAACG
Asl CAAGGCTAGTGGCAATCC
6 S1 GGTGGGGTTGGGAAGACAACG
As2 IAAIGCIAGIGGIAAICC
7 S1 GGTGGGGTTGGGAAGACAACG
As3 IAGIGCIAGIGGIAGICC
g NBSf1 GGAATGGGNGGNGTNGGNAARAC
NBSri1 GGTGGGGTTGGGAAGACAACGYCT
9 NBSf1 GGAATGGGNGGNGTNGGNAARAC
Asl CAAGGCTAGTGGCAATCC
NBSf1 GGAATGGGNGGNGTNGGNAARAC
10 As3 IAGIGCIAGIGGIAGICC
1 RGA1f AGTTTATTATTYSATTGCT
RGA2r CACACGGTTTAAAATTCTCA
RGALf AGTTTATTATTYSATTGCT
12 RGASr TCAATCATTTCTTTGCACAA
13 RGA1f AGTTTATTATTYSATTGCT
RGAGr AACTACATTTCTTGCAAGT
RGALf AGTTTATTATTYSATTGCT
14 RGASr CCGAAGCATAAGTTGGTG
15 S2 GGIGGIGTIGGIAAIACIAC
As3 IAGIGCIAGIGGIAGICC
16 Asl CAAGGCTAGTGGCAATCC
As2 IAAIGCIAGIGGIAAICC
17 Asl CAAGGCTAGTGGCAATCC
As3 IAGIGCIAGIGGIAGICC

*|= A/T/IG/C; D= A/G/T; E=C/G; R= A/IG; Y=CIT
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As reacdes de amplificacdo foram conduzidas em plataforma PCR com um volume
total de 16 pL, sendo 8 uL de DNA a 2 ng, 1 uL de cada iniciador RGA, 0,11 ulLTag DNA
Polimerase, 1 uL do mix de dNTP, 1 puL de Cloreto de Magnésio (MgCly), 1,7 de Tampéo
10X, 2,19 de agua milli-Q para completar o volume final da reacao

Os programas adotados para as reacOes de amplificagdo consistiram para 0s
iniciadores RGAs: 5 minutos a 95°C; seguido de 34 ciclos (30 segundos a 95°C, 1 minuto a
37°C, 1 minuto e 20 segundos a 72°C); e 10 minutos a 72°C. Todas as amplificacGes foram
realizadas no LGMA da UESB.

Os produtos de amplificacdo foram submetidos a sistema de eletroforese horizontal
em gel de agarose a 2% (m/v) e tampdo TBE-0.5X (Trisborate-EDTA) com voltagem de
120W por 2 horas. O Ladder 1 Kb (Invitrogen®) foi utilizado como padrdo de peso molecular
das marcas polimérficas obtidas. Posteriormente os géis foram expostos ao transluminador
ultravioleta e fotografados em sistema de fotodocumentacdo Kodak.

Com base nos padrdes de amplificacdo foram utilizados os seguintes critérios para a
caracterizacdo da qualidade do perfil das amplificacbes obtidas com as diferentes
combinacbes de iniciadores: (A) Bom - amplificacbes em todas as amostras e com facil
visualizacdo; (B) Razoavel- amplificagio em partes das amostras e/ou com dificil

visualizacdo; e (C) Inadequado - auséncia de produtos de amplificacdo visivel (Figura 1).

A)Bom  B)Razoavel C)Inadequado

Figura 1. Perfil de amplificacdo gerado a partir das combinagbes de iniciadores RGAs,
utilizadas em espécie do género Passiflora, sendo classificadas como: A) Bom, B) Razoavel e
C) Inadequado.

De acordo com os dados obtidos através das amplificacbes a partir das 17
combinacbes de RGAs para as 79 espécies em 12 variedades (Tabelas 4 e 5 do Apéndice),

realizou-se calculos para determinar as sua eficiéncia conforme as equacdes:
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A=2x100 e

e

B=<%100
m

Onde na equacdo A, ‘q’ é a quantidade de marcadores que foram considerados bom,
razoavel e inadequado,’e’, é a quantidade de espécies avaliadas e ‘x’ € o resultado final. Na
equacdo B, ‘e’ é a quantidade acessos de cada espécie que foram considerados bom, razoavel
e inadequado, ‘m’ é a quantidade de combinacdes de iniciadores utilizadas e ‘x” € o resultado
final, respectivamente. De acordo com os dados obtidos através dos célculos mencionados
acima, a fim de viabilizar as avaliacdes intra e interespecificas, esses foram utilizados nas
Tabelas 2 e 3.

RESULTADOS

O percentual de eficiéncia dos iniciadores RGAs foram obtidos a partir da analise dos
geéis e, respeitando os critérios estabelecidos na Figura 1. De acordo os dados expostos na
Tabela 2, foi possivel observar que todos as combinacGes de iniciadores RGA funcionaram.
Para estudos interespecifico com espécies do género Passiflora a Tabela 2 revela que todos os
iniciadores podem ser amplarmente utilizados para caracterizar e estimar a diversidade

genética do género.

Tabela 2. Classificacdo dos iniciadores de acordo com o percentual de eficiéncia de cada
combinacdo dos iniciadores RGAs (Resistance Genes Analog) nas 79 espécies do género
Passiflora oriundos do Banco Ativo de Germoplasma Flor da Paixao - CPA

CLASSIFICACAO

INICIADORES .

BOM RAZOAVEL  INADEQUADO
Combinacdo 1l 65 (82,27%) 12 (15,18%) 2 (2,53%)
Combinagdo 2 26 (32.91%) 7 (8,86%) 46 (58,22%)
Combinacgéo 3 5 (6,32%) 12 (15,18%) 62 (78,48%)
Combinagdo 4 17 (21,51%) 5 (6,32%) 57 (72,15%)

Combinacéo 5
Combinacéo 6
Combinacéo 7
Combinacéo 8
Combinacéo 9
Combinacéo 10
Combinacédo 11
Combinacgéo 12
Combinacéo 13
Combinacéo 14

65 (82,27%)
30 (37,97)
47 (59,49%)
16 (20,25%)
39 (49,36%)
37 (46,83%)
14 (17,72%)
9 (11,39%)
7 (8,86%)
15 (18,98%)

12 (15,18%)
21 (26,58%)
14 (17,72%)
19 (24,05%)
13 (16,45%)
12 (15,18%)
14 (17,72%)
7 (8,86%)
6 (7,59%)
5 (6,32%)

2 (2,53%)
28 (35,44%)
18 (22,78%)
44 (55,69%)
27 (34,17%)

30 (37,97)
51 (64,55%)

63 (79,74)
66 (83,54%)
59 (74,68%)
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Combinacgéo 15
Combinacéo 16
Combinacédo 17

32 (40,50%)
8 (10,12%)
57 (72,15%)

4 (5,06%)
6 (7,59%)
16 (20,25%)

43 (54,43%)
65 (82,27%)
6 (7,59%)

Dentre as combinac@es de iniciadores RGA analisadas, todas amplificaram, porém o
percentual de eficiéncia variou de acordo a espécie avaliada, apresentando assim, percentuais
de baixa e alta eficiéncia. Esses percentuais expostos nas Tabelas 2 e 3, demonstram duas
vertentes distintas de estudos. A Tabela 2 revela a eficiéncia do perfil de amplificacdo das
combinacOes de iniciadores RGA nas 79 espécies do género Passiflora, podendo apresentar
os trés perfis de amplificacdo (A=Bom, B=Razoavel e C=Inadequado). E valido destacar que,
embora, algumas combinacOes de iniciadores RGA apresentem percentuais ‘C’ para algumas
espécies estudadas, esse formato de analise pode ser utilizado em estudos interspecifico.
Dentre os perfis de aplificagdo considerados *A’ e ‘B’, pode-se destacar algumas combinagdes
de iniciadores RGA, a exemplo: Combinacéo 1, 5, 6, 7, 9, 10, 15 e 17,

Com base nas informac6es disponiveis na Tabela 3, é possivel avaliar separadamente
todos os acessos das 79 espécies e dos 12 variedades avaliados. Os resultados obtidos
contemplam estudos intraespecificos. Pode-se citar algumas espécies com percentuais
classificados como tipo bom, ‘A’, a exemplo, das espécies P. edulis, P. foetida, P. nitida, P.
caerulea, P. ambigua, P. recurva. No entanto, para algumas espécies e grande parte dos
variedades obtiveram-se percentuais baixos. Entretanto, esse resultado ndo limita a utilizacéo
dos iniciadores com baixa eficiéncia, visto que, o estudo foi realizado com o propésito de
classificar e selecionar os iniciadores mais adequados para estudos intra e interespecifico em

espécies do género Passiflora spp.

Tabela 3. Classificacdo por espécie e variedade, do percentual de eficiéncia do iniciador RGA
(Resistance Genes Analog)

Espécies To'gal (%0)
BOM RAZOAVEL INADEQUADO
P. alata Curtis 7 (41,17%) 3 (17,64%) 7 (41,17%)
P. cincinnata Mast 6 (35,29%) 3 (17,64%) 8 (47,05 %)
P. edulis Sims 9 (52,94%) 3 (17,64%) 5 (29,41%)
P. foetida L. 11 (64,70%) 2 (11,76%) 4 (23,52%)

P. maliformis Vell.
P. nitida Kunth
P. quadrangularis L.
P. amethystina J. C Mikan

12 (70,58%)
11 (64,70%)
10 (58,82%)
11 (64,70%)

2 (11,76%)
3 (17,64%)
2 (11,76%)

5 (29,41%)
4 (23,52%)
4 (23,52%)
4 (23,52%)



P. caerulea L.

P. organensis Gardiner
P. quadrifaria Vanderpl
P. setacea DC.
P. suberosa L.
P. tholozanii Sacco
P. vitifolia Kunth
P. actinia Hook
P. ambigua Hemsl.
P. capsularis Lam.
P. coccinea Aubl.
P. ferruginea Mast.
P. hatschbachii Cervi
P. malacophylla Mast.
P. mucronata Lam.
P. trintae Sacco
P. vespertilio L.
P. araujoi Sacco
P auriculata Kunth
P. bahiensis Klotzsch
P. capparidifolia Killip
P. cerradensis Sacco
P. galbana Mast
P. gardineri Mast
P. haematostigma Mart. Ex Mast
P. hypoglauca Harms
P. incarnata L.
P. kermesina Link E Otto
P. laurifolia L.
P. loefgrenii Vitta
P. mierssi Mast.
P. morifolia Mast.

P. pedata L.

P. porophylla Vell
P. recurva Mast.

P. rubra L.

P. sidifolia M. Roem
P. triloba Ruiz E Pav. Ex DC.
P. villosa Vell
P. biflora Lam.
P. boticarioana Cervi
P. cerasina Annonay E Feuillet
P. cervii M. L. M. Azevedo
P. chlorina L. K. Escobar
P. edmundoi Sacco
P. eichleriana Mast

12 (70,58%)
10 (58,82%)
7 (41,17%)
10 (58,82%)
6 (35,29%)
6 (35,29%)
7 (41,17%)
8 (47,05 %)
11 (64,70%)
8 (47,05 %)
8 (47,05 %)
4 (23,52%)
8 (47,05 %)
5 (29,41%)
6 (35,29%)
3 (17,64%)
7 (41,17%)
7 (41,17%)
7 (41,17%)
6 (35,29%)
8 (47,05 %)
8 (47,05 %)
8 (47,05 %)
6 (35,29%)
8 (47,05 %)
6 (35,29%)
7 (41,17%)
8 (47,05 %)
8 (47,05 %)
7 (41,17%)
1 (5,88%)
9 (52,94%)
9 (52,94%)
7 (41,17%)
9 (52,94%)
8 (47,05 %)
10 (58,82%)
6 (35,29%)
7 (41,17%)
4 (23,52%)
6 (35,29%)
5 (29,41%)
4 (23,52%)
4 (23,52%)
5 (29,41%)
5 (29,41%)

2 (11,76%)
2 (11,76%)
2 (11,76%)
2 (11,76%)
4 (23,52%)
2 (11,76%)
1 (5,88%)
2 (11,76%)
1 (5,88%)
4 (23,52%)
1 (5,88%)
5 (29,41%)
2 (11,76%)
4 (23,52%)
3 (17,64%)
5 (29,41%)
1 (5,88%)
1 (5,88%)
2 (11,76%)
3 (17,64%)
1 (5,88%)
1 (5,88%)
5 (29,41%)
3 (17,64%)
3 (17,64%)
3 (17,64%)
3 (17,64%)
1 (5,88%)
5 (29,41%)
11 (64,70%)
7 (41,17%)
2 (11,76%)
1 (5,88%)
3 (17,64%)
3 (17,64%)
2 (11,76%)
2 (11,76%)
1 (5,88%)
3 (17,64%)
3 (17,64%)
2 (11,76%)

3 (17,64%)
5 (29,41%)
8 (47,05 %)
5 (29,41%)
7 (41,17%)
9 (52,94%)
9 (52,94%)
7 (41,17%)
5 (29,41%)
5 (29,41%)
8 (47,05 %)
8 (47,05 %)
7 (41,17%)
8 (47,05 %)
8 (47,05 %)
9 (52,94%)
9 (52,94%)
9 (52,94%)
8 (47,05 %)
11 (64,70%)
6 (35,29%)
7 (41,17%)
8 (47,05 %)
6 (35,29%)
6 (35,29%)
8 (47,05 %)
7 (41,17%)
6 (35,29%)
8 (47,05 %)
5 (29,41%)
5 (29,41%)
8 (47,05 %)
8 (47,05 %)
3 (17,64%)
6 (35,29%)
8 (47,05 %)
7 (41,17%)
8 (47,05 %)
7 (41,17%)
11 (64,70%)
9 (52,94%)
11 (64,70%)
10 (58,82%)
10 (58,82%)
11 (64,70%)
12 (70,58%)

30



P. elegans Mast 4 (23,52%) 1 (5,88%) 12 (70,58%)
P. gibertii B. E. Br. 3 (17,64%) 4 (23,52%) 10 (58,82%)
P. glandulosa Cav. 3 (17,64%) - 14 (82,35%)
P. jilekii Wawra - - 17 (100%)
P. junqueirae Imig E Cervi 5 (29,41%) 1 (5,88%) 11 (64,70%)
P. lingularis Juss. 6 (35,29%) 2 (11,76%) 9 (52,94%)
P. luetzelburgii Harms 4 (23,52%) 2 (11,76%) 11 (64,70%)
P. mendocai Harms 6 (35,29%) - 11 (64,70%)
P. micropetala Mart. 3 (17,64%) 2 (11,76%) 12 (70,58%)
P. odontophylla Harms 4 (23,52%) 3 (17,64%) 10 (58,82%)
P. picturata Ker Gawl. 4 (23,52%) 3 (17,64%) 10 (58,82%)
P. phoenicea Lindl. 4 (23,52%) 3 (17,64%) 10 (58,82%)
P. pohlii Mast 3 (17,64%) 2 (11,76%) 12 (70,58%)
P. quadriglandulosa Rodschied 5 (29,41%) - 12 (70,58%)
P. racemosa Brot. 4 (23,52%) 1 (5,88%) 12 (70,58%)
P. rhaminiflora Mast. 4 (23,52%) 3 (17,64%) 10 (58,82%)
P. riparia Mart. Ex Mast. 3 (17,64%) 6 (35,29%) 8 (47,05 %)
P. saxicola Gontsch 2 (11,76%) 4 (23,52%) 11 (64,70%)
P. sclerophylla Harms 3 (17,64%) 1 (5,88%) 13 (76,47%)
P. setulosa Killip 5 (29,41%) 2 (11,76%) 10 (58,82%)
P. speciosa Gardner 3 (17,64%) 2 (11,76%) 12 (70,58%)
P. subrotunda Mast. 3 (17,64%) 3 (17,64%) 11 (64,70%)
P. tenuifila J. C Mikan 5 (29,41%) 2 (11,76%) 10 (58,82%)
P. tricuspis Mast 4 (23,52%) 3 (17,64%) 10 (58,82%)
P. variolata Poepp. E Endl. 4 (23,52%) 3 (17,64%) 10 (58,82%)
BRS céu do cerrado 5 (29,41%) 1 (5,88%) 11 (64,70%)
BRS estrela do cerrado 5 (29,41%) 1 (5,88%) 11 (64,70%)
BRS gigante amarelo 5 (29,41%) 3 (17,64%) 9 (52,94%)
BRS maracuja jabuticaba 5 (29,41%) 1 (5,88%) 11 (64,70%)
BRS mel do cerrado 4 (23,52%) 2 (11,76%) 11 (64,70%)
BRS pérola do cerrado 3 (17,64%) 2 (11,76%) 12 (70,58%)
BRS rosa parpura 1 (5,88%) 4 (23,52%) 12 (70,58%)
BRS roseflora 3 (17,64%) - 14 (83,35%)
BRS rubi do cerrado 3 (17,64%) 1 (5,88%) 13 (76,47%)
BRS rubiflora 3 (17,64%) 1 (5,88%) 13 (76,47%)
BRS sol do cerrado 3 (17,64%) - 14 (83,35%)
BRS vitta 3 (17,64%) - 14 (83,35%)
DISCUSSAO
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Conforme os resultados obtidos da caracterizacdo e selecdo dos iniciadores RGA
para uso em espécies de Passiflora spp., foi possivel destacar como bom e razodvel os
iniciadores 1 (S1 +NBSr1), 5 (S1 +Asl), 7 (S1 + As3), 9 (NBSf1 + Asl), 10 (NBSfl + As3) e
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17 (Asl + As3), devido ao desempenho em um maior nimero de espécies. Dentre as
combinacgdes de iniciadores selecionados para avaliacdo, o iniciador 17 (Asl + As3), foi
utilizado por Maciel (2014) na caracterizacdo de meldo (Cucumis melo L.), porém ndo foi
selecionado como um bom iniciador, entretanto, para espécies de maracujazeiros obteve-se
percentual de amplificacdo considerado eficiente.

No estudo realizado por Paula et al (2010), foram utilizados seis combinacfes de
iniciadores RGA em oito espécies de Passiflora, dos quais trés foram caracterizados no
presente estudo, sendo estes, combinacdo 2 (S2 + Asl), 3 (S2 + As2) e 15 (S2 + As3).

Além disso, para Paula et al. (2010) os iniciadores RGAs podem ser amplamente
utilizados no estudo de diversas espécies. Destacando tambem, que a classe das combinagfes
de iniciadores do tipo RGA possui potencial para estudos mais detalhados de caracterizagdo
genética de maracujazeiros. Podendo assim, contribuir na obtencdo de material resistente a
doencas, sistemas de caracterizacdo de variedades e organizagao de bancos de germoplasma.

Em estudo realizado por Pereira (2012), 85% das combinagdes de iniciadores RGAs
testados amplificaram nos variedades de maracujazeiro amarelo, além disso, para um total de
15 combinagdes de iniciadores, cinco apresentaram um maior nimero de regifes de leitura
com nitida visualizacdo, dentre essas estdo as combinag¢fes S1 + NBSrl, S1 + AS1 e S1 +
AS3, correspondentes a 1, 5 e 7 no presente estudo, as quais foram classificadas como Bom
‘A’. Apenas as combinacdes de iniciadores S1 + As2 e RGALf + RGA2r testadas por Pereira
(2012), correspondentes & 6 e 11 nesse estudo, ndo apresentaram nenhum produto de
amplificacdo. Em P. setaceae Pereira et al. (2015) testaram quatro combinagdes e obtiveram
100% de polimorfismo de alta qualidade. Essas reportagens evidenciam que a eficiéncia dos
marcadores varia de acordo a planta, uma vez que para algumas espécies de maracuja, a
amplificacdo com diferentes niveis de eficiéncia, afirmam que as conbina¢des RGA sdo
promissoras em estudos interespecificos de Passiflora.

Para os 12 variedades (BRS), observou-se que a maioria dos iniciadores RGAs foram
classificados como inadequados. De acordo Leister et al. (1996) os iniciadores RGAs sdo
primers degenerados desenhados para marcar e sequenciar regibes conservadas NBS
(“Nucleotide Binding Site”), o que auxilia na caracterizagdo e manipulagdo de potenciais
genes de resisténcia. Assim, infere-se que tal classificacdo, inadequada ‘C’, corresponda a
expressao de genes de resisténcia dessas variedades para algum tipo de doenca.

A selecdo prévia de iniciadores tem sido empregada como etapa preliminar em
estudos genéticos para diferentes espécies de plantas e animais. Exemplo dessa natureza,

pode-se citar as pesquisas de Silva et al (2018); Pereira et al. (2015) e Pereira (2012), em que
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avaliaram os mesmos iniciadores RGAs e ISSR utilizados no presente estudo para a
investigacdo das espécies Croton linearifolius e Passiflora. No primeiro estudo, foram
selecionados e caracterizados 14 combinacgdes de iniciadores RGA e 16 iniciadores ISSR. Ja
no segundo estudo, os autores obtiveram 100% de polimorfismo para 12 populacdes de P.
setaceae, em que tanto ISSR quanto RGA apresentaram alta eficiéncia na caracterizagdo dos
genotipos. Por utlimo, o quarto estudo, comparaou a genotipagem de 186 individuos de
Passiflora spp. por meio dos marcadores AFLP, M-AFLP, SSR, TRAP e RGA e observaram
que todos os tipos de marcadores moleculares apresentaram uma media de 20,3% de
polimorfismo entre os genotipos parentais, sugerindo a mesma eficiéncia equipara entre eles.

Diante do exposto, os resultados apresentados na presente pesquisa, sd0 muito
importante para a caracterizacdo e triagem genética para 0 maracujid. Uma vez que existem
poucas pesquisas com combinacOes de RGA para a familia passiflora, o que faz deste estudo
pioneiro e eficientie para subsidiar futuros estudos no banco de germoplasma flor da paixao
(SILVA et al., 2018; PEREIRA et al., 2015).

CONCLUSAO

Observou-se eficiéncia nas amplificacfes realizadas com as combinacfes de
iniciadores RGA para estudos intre e intraespecifica no género Passiflora spp. Nesse sentido,
estudos de selecdo e caracterizagdo de marcadores moleculares sdo de extrema importancia
para o estabelecimento de um acervo mais completo das sequéncias das combinagdes de
iniciadores eficientes em estudo de espécies de Passiflora. Estudos dessa natureza podem
contribuir para estudos de polimorfismo, estimativas de estrutura e diversidade genética, bem

como na identificacdo e associacdo de alguns iniciadores com genes de resisténcia.
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APENDICE

Tabela 4. Classificacdo de 17 combinacdes de iniciadores RGAs de acordo o padréo de amplificacdo (bom, razoavel e inadequdo) utilizandos

em 79 espécies e 12 variedades do género Passiflora spp.

ESPECIES Oy S2tAL S2+As2 NOODts1aast s1+As2 si+Ass oorbe NBSHL

P. alata Curtis Inadequado Bom Razoavel Bom Razodvel Inadequado Razoavel Bom Bom

P. cincinnata Mast Razoavel Bom Inadequado  Razoavel Bom Inadequado  Razoavel Inadequado Bom

P. edulis Sims Bom Bom Razoavel Bom Bom Inadequado  Razoavel Razoavel Bom

P. foetida L. Bom Bom Bom Bom Bom Inadequado  Razoéavel Bom Bom

P. maliformis Vell. Bom Bom Inadequado Bom Bom Inadequado Bom Bom Bom

P. nitida Kunth Bom Bom Razoavel Bom Bom Inadequado Bom Bom Bom

P. quadrangularis L. Bom Bom Razoavel Bom Bom Razoavel  Razoavel Bom Inadequado
P. amethystina J. C Mikan  Razoéavel Bom Bom Inadequado Bom Bom Inadequado Bom Bom

P. caerulea L. Bom Bom Bom Bom Bom Bom Bom Razoavel Bom

P. organensis Gardiner Razoavel Bom Razoavel Bom Bom Bom Inadequado Bom Bom

P. quadrifaria Vanderpl Bom Bom Razoavel Bom Bom Razoavel Inadequado Inadequado Inadequado
P. setacea DC. Bom Bom Razoavel Bom Bom Inadequado Inadequado  Razoavel Bom

P. suberosa L. Razoavel Bom Razoavel Bom Razoavel Inadequado Inadequado Bom Inadequado
P. tholozanii Sacco Bom Bom Inadequado Bom Razoavel Inadequado Inadequado Razodvel Inadequado
P. vitifolia Kunth Bom Bom Inadequado Inadequado Razodvel Inadequado Inadequado Bom Inadequado
P. actinia Hook Bom Bom Inadequado Bom Razodvel Inadequado Inadequado Bom Razoavel
P. ambigua Hemsl. Bom Bom Inadequado Bom Razoavel Inadequado Inadequado Bom Bom

P. capsularis Lam. Bom Bom Inadequado  Razoavel Bom Razoavel Inadequado Razoavel Bom

P. coccinea Aubl. Bom Bom Inadequado Inadequado Bom Razoavel Inadequado Inadequado Bom

P. ferruginea Mast. Bom Razoavel Inadequado Bom Razoavel Razodvel Inadequado Inadequado Bom

P. hatschbachii Cervi Bom Bom Inadequado Bom Bom Razoavel Inadequado Inadequado Bom

P. malacophylla Mast. Razoavel Bom Inadequado  Razoavel Bom Razodvel Inadequado Inadequado Bom
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P. variolata Poepp. E

Endl. Bom Inadequado Inadequado Inadequado Bom Bom Bom Inadequado
BRS céu do cerrado Bom Inadequado Inadequado Inadequado Bom Bom Bom Inadequado
BRS estrela do cerrado Bom Inadequado Inadequado Inadequado Bom Bom Bom Inadequado
BRS gigante amarelo Bom Inadequado  Razoavel Inadequado Bom Bom Bom Inadequado
BRS maracuja jabuticaba Bom Inadequado Inadequado Inadequado Bom Bom Bom Inadequado
BRS mel do cerrado Bom Inadequado Inadequado Inadequado Bom Bom Razoavel Inadequado
BRS pérola do cerrado Bom Inadequado Inadequado Inadequado Bom Razoavel Inadequado Inadequado
BRS rosa purpura Bom Inadequado Inadequado Inadequado Razodvel = Razoavel  Razodvel Inadequado
BRS roseflora Bom Inadequado Inadequado Inadequado Bom Inadequado Inadequado Inadequado
BRS rubi do cerrado Bom Inadequado Inadequado Inadequado Bom Inadequado  Razoavel Inadequado
BRS rubiflora Bom Inadequado Inadequado Inadequado Bom Inadequado  Razoavel Inadequado
BRS sol do cerrado Bom Inadequado Inadequado Inadequado Bom Inadequado Inadequado Inadequado
BRS vitta Bom Inadequado Inadequado Inadequado Bom Inadequado Inadequado Inadequado
: + + + +
ESPECIES NBSIL*  ROA+ RO+ RO ROAIY s2+A3 Asl+As2  Asl+As3
P. alata Curtis Bom Inadequado Inadequado Inadequado Inadequado Bom Inadequado Bom
P. cincinnata Mast Bom Inadequado Inadequado Inadequado Inadequado Bom Inadequado Bom
P. edulis Sims Bom Bom Inadequado Inadequado Bom Inadequado Inadequado Bom
P. foetida L. Bom Razoavel Inadequado Inadequado Bom Bom Inadequado Bom
P. maliformis Vell. Bom Bom Inadequado Inadequado Bom Bom Inadequado Bom
P. nitida Kunth Razoavel Bom Inadequado Inadequado Bom Bom Inadequado Bom
P. quadrangularis L. Bom Bom Inadequado Inadequado Bom Bom Inadequado Bom
P. amethystina J. C Mikan Bom Bom Razoavel Inadequado Inadequado Bom Bom Bom
P. caerulea L. Bom Razoavel Bom Inadequado Inadequado Bom Inadequado Bom
P. organensis Gardiner Bom Inadequado Inadequado Inadequado Bom Bom Inadequado Bom
P. quadrifaria Vanderpl Bom Inadequado Inadequado Inadequado Bom Inadequado Inadequado Bom
P. setacea DC. Bom Bom Inadequado Inadequado Bom Inadequado Bom Bom

Inadequado
Inadequado
Inadequado
Inadequado
Inadequado
Inadequado
Inadequado
Inadequado
Inadequado
Inadequado
Inadequado
Inadequado
Inadequado
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. Suberosa L.

. tholozanii Sacco

. vitifolia Kunth

. actinia Hook

. ambigua Hemsl.

. capsularis Lam.

. coccinea Aubl.

. ferruginea Mast.

. hatschbachii Cervi
. malacophylla Mast.
. mucronata Lam.

. trintae Sacco

. vespertilio L.

P.

araujoi Sacco

P auriculata Kunth

P.
P.
P.
P.

P.
P.

bahiensis Klotzsch
capparidifolia Killip
cerradensis Sacco
galbana Mast.

gardineri Mast.
haematostigma Mart.

Ex Mast.

P.
.incarnata L.

. kermesina Link E Otto
. laurifolia L.

. loefgrenii Vitta

. mierssi Mast,

. morifolia Mast.

. pedata L.

W U U U U U T

hypoglauca Harms

Bom
Bom
Bom
Bom
Bom
Bom
Bom
Bom
Razoavel
Inadequado
Bom
Inadequado
Inadequado
Bom
Bom
Inadequado
Bom
Bom
Bom
Inadequado

Bom
Razoavel
Inadequado
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Bom

Bom
Razoavel
Bom

Bom

Inadequado
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Bom
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Bom
Bom
Inadequado
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Bom
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Razoavel
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Razoavel
Inadequado
Bom
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Bom
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Inadequado
Bom
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Bom

Bom
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Bom
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Razoavel
Razoéavel
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Bom
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Bom
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Inadequado
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Razoavel
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Razoavel
Inadequado
Bom

Bom

Inadequado
Inadequado
Razoavel
Inadequado
Razoavel
Bom
Razoavel
Inadequado
Inadequado

Razoavel
Inadequado
Bom
Bom
Bom
Bom
Bom
Razoavel
Bom
Razoavel
Inadequado
Inadequado
Inadequado
Inadequado
Inadequado
Inadequado
Inadequado
Inadequado
Inadequado
Inadequado

Inadequado
Inadequado
Inadequado
Inadequado
Inadequado
Inadequado
Inadequado
Bom

Inadequado

Bom
Bom
Bom
Bom
Bom
Bom

Inadequado

Inadequado

Inadequado

Inadequado
Bom

Inadequado

Inadequado

Bom

Bom

Bom

Bom

Bom

Bom

Bom

Razoavel
Bom

Bom

Bom

Bom
Razoavel
Bom

Bom
Inadequado

Inadequado
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Inadequado
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Inadequado
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Inadequado
Inadequado
Razoavel
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Inadequado
Inadequado
Inadequado
Inadequado
Inadequado
Inadequado
Razoavel

Razoavel
Inadequado
Inadequado
Bom

Bom

Bom
Razoéavel
Inadequado
Bom

Bom
Bom
Bom
Bom
Bom
Bom
Bom
Razoavel
Bom
Bom
Razoavel
Bom
Bom
Bom
Bom
Bom
Bom
Bom
Bom
Bom

Bom
Bom
Bom
Bom
Bom
Razoavel
Inadequado
Bom
Inadequado
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P.
P.
P.

P.
P.

porophylla Vell.
recurva Mast.
rubra L.

sidifolia M. Roem
triloba Ruiz E Pav. Ex

DC.

P.
P.

P.
P.

villosa Vell
biflora Lam.

boticarioana Cervi
cerasina Annonay E

Feuillet

P.

cervii M. L. M.

Azevedo

P.
. edmundoi Sacco

. eichleriana Mast.
. elegans Mast.

. gibertii B. E. Br.

. glandulosa Cav.
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chlorina L. K. Escobar

P. jilekii Wawra
P. junqueirae Imig E
Cervi

P.
. luetzelburgii Harms
. mendocaei Harms

. micropetala Mart.

. odontophylla Harms
. picturata Ker Gawil.
. phoenicea Lindl.

. pohlii Mast,

. quadriglandulosa

W U U U U U U T©

ligularis Juss.

Razoavel
Inadequado
Razoavel
Bom

Bom
Bom
Inadequado
Bom

Inadequado

Razoavel
Razoavel
Inadequado
Inadequado
Razoavel
Razoavel
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Inadequado
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Inadequado

Bom
Bom
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Razoavel
Bom
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Razoavel
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Inadequado
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Inadequado
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Inadequado
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Inadequado
Inadequado
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Bom
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Inadequado
Inadequado
Inadequado
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Bom
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Razoavel
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Bom
Bom
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Bom
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Razoavel

Razoavel
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Bom
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Bom
Bom
Bom
Bom
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Bom
Bom
Razoavel
Razoavel
Bom
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Rodschied

. racemosa Brot.

. rhaminiflora Mast.

. riparia Mart. Ex Mast.
. saxicola Gontsch

. sclerophylla Harms

. setulosa Killip

. speciosa Gardner

. subrotunda Mast.

. tenuifila Killip

. tricuspis Mast.
. variolata Poepp. E
Endl.

BRS céu do cerrado
BRS estrela do cerrado
BRS gigante amarelo
BRS maracuja jabuticaba
BRS mel do cerrado
BRS pérola do cerrado
BRS rosa plrpura
BRS roseflora

BRS rubi do cerrado
BRS rubiflora

BRS sol do cerrado
BRS vitta
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Inadequado
Razoavel
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Inadequado
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Bom
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Tabela 5. Classificacdo das combinacdes de iniciadores RGAs considerando o padrdo de bom e razoavel para potencial uso em espécies do

género Passiflora spp.

*ESPECIE

COMBINACOES
PAl

PC1

PE1

PF1

PM1

PN1

T
O
[

PA2

PC2

go)
O
|

PQ2

PS1

PS2

PT1

PV1

PA3

PA4

S1+ NBSrl
S2 + Asl
S2 + As2
NBSf1 + As2
S1+ Asl
S1+ As2
S1+ As3
NBSf1+NBSri1
NBSfl1+Asl
RGA1f + As3
RGALf + RGA2r
RGA1f + RGA5r
RGA1f + RGAG6r
RGALf + RGA8r
S2 + As3 X
Asl + As2
Asl + As3 X

X X X X

X X X X

X
X

X X X X X

X X X X X

x X X X X

X X X X X

X
X

x

X X X X X

X X X X X

X X X X X

X X X X X X X X

xX X

X X X X X

XXX X XXX XXX XX

X X X X X X X X X X

X X X X X X

X X X X X

X X X X X

X X X X

X X X X

*ESPECIES

COMBINACOES
PC3

PC4 PF2

PH1

PM2

PM3

PT2

PV2

PAS5

PAG

PB1

PC5

PC6

PG1

PG2

PH2

PH3

S1+ NBSrl X
S2 + Asl X
S2 + As2

X
X

X
X

X
X

X
X

X
X

X
X

X
X

X

X
X

X

X
X

X
X

X

X

X

X



NBSfl + As2
S1+Asl
S1+ As2
S1+ As3

NBSf1+NBSr1
NBSfl1+Asl
RGAI1f + As3
RGA1Lf + RGA2r
RGAILf + RGA5r
RGA1f + RGA6r
RGALf + RGAS8r
S2 + As3
Asl + As2
Asl + As3

X X X X

X X X X

X

X X X X

X X X X X X

X X X X

X X X X X X
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X X X X

COMBINACOES

*ESPECIES

PI1 PK1 PL1 PL2

PM4

PM5

PP1

PP2

PR1

PR2

PS3

PT3

PV3

PB2

PB3

PC7

PC8 PC9

S1+ NBSrl
S2 + Asl
S2 + As2

NBSfl + As2
S1+ Asl
S1 + As?
S1+ As3

NBSf1+NBSri1
NBSfl1+Asl
RGA1Lf + As3
RGALf + RGA2r

X

xX X

X

X

X X X X X

X

X

X X X X X X

X

X X X X X

X

X

X X X X X X

X

X

X X X X X X X

X X X X X X

X

X X X X

X
X

X
X

X
X

X



RGAI1Lf + RGA5r

RGAI1f + RGA6r

RGA1f + RGASr
S2 + As3
Asl + As2
Asl + As3

X

X X X X X X
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COMBINACOES

*ESPECIE

PE2

PE3 PE4 PG2 PG3 PJ1 PJ2 PL3 PL4 PM6

PM7

PO2

PP3

S1+ NBSr1
S2 + Asl
S2 + As2
NBSf1 + As2
S1+ Asl
S1+ As2
S1+ As3
NBSf1+NBSri1
NBSfl1+Asl
RGAI1f + As3
RGA1f + RGA2r
RGA1f + RGA5r
RGA1f + RGAGr
RGA1f + RGASr
S2 + As3
Asl + As2
Asl + As3

X X X X X X X X

x
x
X
x
X
X X X X X
X X X X

X X X X X




47

COMBINACOES “ESPECIE
PP4 PP5 PQ3 PR3 PR4 PR5 PS4 PS5 PS6 pPS7 PS8 PT4  PT5 PV3 Total

S1+ NBSrl X X X X X X X X X X X X X X 77
S2 + Asl X 33
S2 + As2 17
NBSf1 + As2 22
S1+ Asl X X X X X X X X X X X X X X 77
S1+ As2 X X X X X X X X X X 51
S1+ As3 X X X X X X X X X X X X 61
NBSf1+NBSr1 35
NBSf1+Asl X X X X X X X X 52
RGAILf + As3 X X X X 49
RGA1Lf + RGA2r X X X X X X 28
RGALf + RGA5r X X X 17
RGALf + RGAG6r 13
RGAILf + RGAS8r 20
S2 + As3 X 36
Asl + As2 14
Asl + As3 X X X X X X X X X X X X X 73

* Codigo referente as espécies: PAL: P. alata Curtis; PC1: P. cincinnata Mast.; PE1: P. edulis Sims; PF1: P. foetida L ; PM1: P. maliformis Vell.; PN1: P.
nitida Kunth; PQ1: P. quadrangularis L.; PA2: P. amethystina J. C Mikan; PC2: P. caerulea L.; PO1: P. organensis Gardiner; PQ2: P. quadrifaria
Vanderpl; PS1: P. setacea DC; PS2: P. suberosa L.; PT1: P. tholozanii Sacco; PV1: P. vitifolia Kunth; PA3: P. actinia Hook; PA4: P. ambigua Hemsl.;
PC3: P. capsularis Lam.; PC4: P. coccinea Aubl.; PF2: P. ferruginea J. C Mikan; PH1: P. hatschbachii Cervi; PM2: P. malacophylla Mast.; PM3: P.
mucronata Lam.; PT2: P. trintae Sacco; PV2: P. vespertilio L.; PA5: P. araujoi Sacco; PA6: P auriculata Kunth; PB1: P. bahiensis Klotzsch; PC5: P.
capparidifolia Killip; PC6: P. cerradensis Sacco; PG1: P. galbana Mast; PG2: P. gardineri Mast.; PH2: P. haematostigma Mart. Ex Mast.; PH3: P.
hypoglauca Harms; PI11: P. incarnata L.; PK1:P. kermesina Link E Otto; PL1: P. laurifolia L.; PL2: P. loefgrenii Vitta; PM4: P. mierssi Mast.; PM5: P.
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morifolia Mast.; PP1: P. pedata L.; PP2: P. porophylla Vell.; PR1: P. recurva Mast.; PR2: P. rubra L.; PS3: P. sidifolia M. Roem; PT3: P. triloba Ruiz E
Pav. Ex DC.; PV3: P. villosa Vell.; PB2: P. biflora Lam.; PB3: P. boticarioana Cervi; PC7: P. cerasina Annonay E Feuillet; PC8:P. cervii M. L. M.
Azevedo; PC9:P. chlorina L. K. Escobar; PE2: P. edmundoi Sacco; PC3: P. eichleriana Mast.; PC4: P. elegans Mast.; PG2: P. gibertii B. E. Br.; PG3: P.
glandulosa Cav.; PJ1: P. jilekii Wawra; PJ2: P. junqueirae Imig E Cervi; PL3: P. ligularis Juss.; PL4: P. luetzelburgii Harms; PM6: P. mendocaei Harms;
PM7: P. micropetala Mart.; PO2: P. odontophylla Harms; PP3: P. picturata Ker Gawl.; PP4: P. phoenicea Lindl.; PP5: P. pohlii Mast.; PQ3: P.
guadriglandulosa Rodschied; PR3: P. racemosa Brot.; PR4: P. rhaminiflora Mast.; PR5: P. riparia Mart. Ex Mast.; PS4: P. saxicola Gontsch; PS5: P.
sclerophylla Harms; PS6: P. setulosa Killip; PS7: P. speciosa Gardner; PS8: P. subrotunda Mast.; PT4: P. tenuifila Killip; PT5: P. tricuspis Mast.; PV3: P.
variolata Poepp. E Endl..

Tabela 6. Espécies do género Passiflora spp. classificadas quanto ao subgénero, origem e total de acessos utilizados no estudo

© 00 N O Ol WODN -

N
= O

e
w N

Especies ;%tgsgg Subgénero Origem Aplicacéo
P. alata Curtis Passiflora Planaltina, Brasilia - DF Alimenticia/Medicinal
P. cincinnata Mast Passiflora PM GP CPAC Ornamental
P. edulis Sims Passiflora Serra da Mesa - GO/Oliveira - MG Alimenticia/Ornamental/Industrial
P. foetida L. Passiflora Mossoré - RN Alimenticia/Medicinal
P. maliformis Vell. Passiflora PM GP CPAC Alimenticia
P. nitida Kunth Passiflora PM GP CPAC Alimenticia
P. quadrangularis L. 4 Passiflora PM GP CPAC Alimenticia/Medicinal
P. amethystina J. C Mikan Passiflora Sdo Paulo/ Caeté - MG/ Monte Verde - MG Ornamental
P. caerulea L. Passiflora Bento Gongalves - RS Ornamental
P. organensis Gardiner Decaloba Serra dos Orgdos - RJ Alimenticia
P. quadrifaria Vanderpl Passiflora Rondbénia/ Para
Redondo Miudo - BA/ Manhagu - MG/
P. setacea DC. Passiflora Tapiramuta - BA Medicina popular
P. suberosa L. Decaloba Brasilia - DF/ Roraima




14
15
16
17
18
19
20
21
22
23

24
25
26
27
28
29
30
31
32

33
34

35
36
37
38
39
40

P. tholozanii Sacco
P. vitifolia Kunth
P. actinia Hook
P. ambigua Hemsl.
P. capsularis Lam.
P. coccinea Aubl.
P. ferruginea Mast.
P. hatschbachii Cervi
P. malacophylla Mast.
P. mucronata Lam.

P. trintae Sacco
P. vespertilio L.
P. araujoi Sacco
P auriculata Kunth
P. bahiensis Klotzsch
P. capparidifolia Killip
P. cerradensis Sacco
P. galbana Mast.

P. gardineri Mast.
P. haematostigma Mart. Ex
Mast.

P. hypoglauca Harms

P. incarnata L.
P. kermesina Link E Otto
P. laurifolia L.
P. loefgrenii Vitta
P. mierssi Mast,
P. morifolia Mast.

Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Decaloba
Passiflora
Decaloba
Passiflora
Passiflora
Passiflora

Passiflora
Decaloba
Passiflora
Decaloba
Passiflora
Passiflora
Astrophea
Passiflora
Passiflora

Astrophea
Passiflora

Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Decaloba

Manaus - AM/ Girau - RO/ Maraba - PA
Poconé - MT

Monte Verde - MG
Pontes e Lacerda - MT/ Manaus - AM
Manaus - AM/ Rondénia/ Amazonas
Cardoso Moreira - RJ
Cardoso Moreira - RJ

Prado - BA/ Campo dos Goytacazes - RJ
Rio Pardo - MG/ Norte de Minas, Cip6
Candin

Manaus - AM
Manaus - AM/ Serra do Orgdos - RJ
Bahia
Cameta - PA
Brasilia - DF
Ponte Nova - MG
Silvania - GO

Natividade - TO/ Caeté - MG
Ouro Preto - MG

Séo Paulo
Sao José do Laranjal - MG
Distrito Federal/ Picos - Pl
Jacinto Machado - SC
Monte Verde - MG/ Caeté - MG
Araponga - MG
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Alimenticia/Ornamental
Alimenticia/Ornamental
Alimenticia/Ornamental
Alimenticia/Ornamental

Alimenticia/Ornamental

Ornamental
Ornamental

Ornamental

Alimenticia/Medicinal/Ornamental/I
ndustrial

Ornamental
Alimenticia/Medicinal/Ornamental
Ornamental

Ornamental



41
42
43
44
45

46
47
48
49

50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67

P. pedata L.
P. porophylla Vell.
P. recurva Mast.
P. rubra L.

P. sidifolia M. Roem
P. triloba Ruiz E Pav. Ex
DC.

P. villosa Vell
P. biflora Lam.

P. boticarioana Cervi
P. cerasina Annonay E
Feuillet

P. cervii M. L. M. Azevedo
P. chlorina L. K. Escobar
P. edmundoi Sacco
P. eichleriana Mast.

P. elegans Mast.

P. gibertii B. E. Br.

P. glandulosa Cav.

P. jilekii Wawra
P. junqueirae Imig E Cervi
P. ligularis Juss.

P. luetzelburgii Harms
P. mendocaei Harms
P. micropetala Mart.

P. odontophylla Harms
P. picturata Ker Gawl.
P. phoenicea Lindl.

P. pohlii Mast,

Passiflora
Decaloba
Passiflora
Decaloba
Passiflora

Passiflora
Passiflora
Decaloba
Passiflora

Passiflora
Decaloba
Astrophea
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Decaloba
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Decaloba

Manaus - AM
Caeté - MG
Rio Pardo - MG
Camanducaia - MG
Espirito Santo

Cruzeiro do Sul - AC/ Guajaramirim - RO
Ouro Preto - MG/ Séo Jorge
Manaus - AM

Presidente Figueiredo - AM
Caeté - MG
Rio Pardo - MG
Extrema - MG
Poconé - MT
Belém - PA

Capara6 - MG
Petrolina - PE
Monte Verde - MG
Belém - PA

Planaltina, Brasilia - DF

50

Ornamental

Ornamental

Ornamental

Ornamental

Alimenticia/Ornamental

Alimenticia

Alimenticia/Ornamental
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69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91

P. quadriglandulosa
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Rodschied Passiflora Céceres - MT
P. racemosa Brot. Passiflora Buzios - RJ Alimenticia/Ornamental
P. rhaminiflora Mast. Astrophea -
P. riparia Mart. Ex Mast. Passiflora Confresa - MT
P. saxicola Gontsch Decaloba -
P. sclerophylla Harms Astrophea Manaus - AM
P. setulosa Killip Passiflora -
P. speciosa Gardner Passiflora Manhacu - MG
P. subrotunda Mast. Passiflora Natal - RN Ornamental
P. tenuifila Killip Passiflora -
P. tricuspis Mast. Decaloba -
P. variolata Poepp. E Endl. Passiflora Manaus - AM
BRS céu do cerrado PM GP CPAC
BRS estrela do cerrado PM GP CPAC
BRS gigante amarelo PM GP CPAC
BRS maracuja jabuticaba PM GP CPAC
BRS mel do cerrado PM GP CPAC
BRS pérola do cerrado PM GP CPAC
BRS rosa purpura PM GP CPAC
BRS roseflora PM GP CPAC
BRS rubi do cerrado PM GP CPAC
BRS rubiflora PM GP CPAC
BRS sol do cerrado PM GP CPAC

BRS vitta

PM GP CPAC
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CAPITULO II

Periddico pretendido para submissdo: Euphytica

CARACTERIZACAO DA DIVERSIDADE E ESTRURURA
GENETICA DE ACESSOS COMERCIAIS E SILVESTRES DE
Passiflora spp. BASEADO EM MARCADORES RGA
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RESUMO: Considerando a ampla variabilidade observada no género Passiflora, pouco se
conhece acerca da diversidade genética da maioria das espécies deste género. Entretanto, tais
informacBes sdo de suma importancia para a implementacao de estratégias de conservacdo e
melhoramento genético. Para tanto, foi avaliada a diversidade e estrutura genética em espécies
comerciais e silvestres de Passiflora, totalizando 178 acessos, a partir da analise do perfil de
amplificacdo de 17 combinacdes de iniciadores RGA (Resistance Gene Analogs) selecionados
previamente. Os resultados foram analisados considerando os critérios estabelecidos, sendo
que no critério | avaliou-se a presenca ou auséncia do loco na imagem do gel, sem considerar
0 nimero de locos gerados por cada combinacdo de iniciadores, enquanto no critério Il foi
avaliada a presenca ou auséncia do loco na imagem do gel, porém considerando o nimero de
locos gerados por cada combinacdo de iniciadores. De acordo com os resultados do critério |,
foi possivel constatar sete combinagdes de iniciadores RGA com numeros relevantes da
presenca de locos. Com base no critério Il, verificou-se que os iniciadores RGA obteve 100%
de marcadores moleculares polimérficos. A anélise Bayesiana indicou como mais provavel a
estruturacdo em dois pools génicos k=2 e subestruturacdo menos provavel em 5 pools génicos
k=5 (escore Delta k ~550 e k ~50, respectivamente). Com base na analise molecular de
variancia (AMOVA) foi possivel verificar para o critério | e Il maior diversidade dentre os
subgéneros e variedades avaliados, 0 que indica baixa estruturacdo genética entre eles. Para
além, as Analises de coordenadas principais (PCoA), mostraram ampla distribuicdo dos
acessos avaliados também nos dois critérios, indicando, assim como os dados da AMOVA
baixa estruturacao, a associacao dessas analises podem ser sustentadas pela riqueza existente
no género Passiflora. Os iniciadores do tipo RGA apresentaram dados polomdrficos,
informativos e eficientes.

Palavras-chave: diversidade genética, maraujazeiros, recurso genético
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INTRODUCAO

O género Passiflora é o mais importante da familia abrangendo cerca de 525
espécies (CERVI; IMIG, 2013), além disso, dispbe de ampla variabilidade inter e
intraespecifica (NUNES e QUEIROZ, 2006; VIANA, 2009). O Brasil é o detentor de grande
diversidade de Passifloras, sendo considerando um dos centros de origem do género, com
amplo acervo de espécies distribuidas e conservadas em bancos de germoplasma (MELETTI,
2011; MELETTI et al. 2005). Dentre as espécies descritas para esse género,
aproximadamente 150 sdo encontradas no Brasil, sendo 87 endémicas (BERNACCI et al.,
2016; NUNES e QUEIROZ, 2006; VIANA, 2009).

As doengas e pragas que acometem a cultura do maracujazeiro estdo entre os fatores
gue mais ameacam a expansdo e a propria manutencdo da producdo de maracuja
(JUNQUEIRA et al. 2005).

As espécies de Passiflora silvestres existentes no Brasil possuem caracteristicas de
interesse que podem ser introduzidas nas espécies comerciais, através do melhoramento
genético (JUNQUEIRA et al. 2007). Espécies silvestres do género Passiflora como, P.
laurifolia, P. nitida, P. tenuifilla, P.mucronata, P. giberti, P. amethytina, P. quadrangularis,
P. setacea, P. coccinea, P. caerulea, entre outras, dispde com base em estudos preliminares,
variabilidade para resisténcia as principais doencas do maracujazeiro (CUNHA et al. 2002,
SANTOS FILHO E JUNQUEIRA, 2003).

Acessos resistentes a doencas, como, antracnose, bacteriose, virose do
endurecimento dos frutos e fusariose, dentre outras, foram identificados em varias espécies
silvestres de Passiflora (JUNQUEIRA et al. 2005). Assim, os programas de melhoramento
com espécies de Passiflora, visam a obtencdo de variedades e/ou variedades resistentes a
doencas e pragas. Essas caracteristicas sdo obtidas por meio da introducdo de genes de
resisténcia multipla nas espécies de interesse econdmico, produzindo assim, hibridos
interespecificos, o que pode potencializar o uso de recursos naturais, contribuindo na
diminuicdo do uso de defensivos agricolas (CROCHEMORE et al. 2003; MEDEIROS et
al. 2009).

Devido a diversidade e importancia econémica, diversos estudos estdo sendo
realizados na caracterizacdo genética no género Passiflora, mediante diferentes marcadores
moleculares (BARBOSA, 2016). Os marcadores RGAs acessam regifes conservadas
presentes em genes de resisténcia, podendo assim, se apresentar como uma ferramenta (util
para diferentes abordagens genéticas (HAMMOND-KOSACK E JONES, 1997). Esses
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marcadores possibilitam obter polimorfismo entre distintos acessos de uma mesma espécie
e/ou género, podendo contribuir em sistemas de caracterizacdo genética de acessos e
variedades (HAMMOND-KOSACK E JONES, 1997). Além disso, os marcadores RGA sdo
pouco utilizados em estudos com o género Passiflora a exemplo dos estudos de Paula et al
(2010) e Pereira (2012), ou seja, dados provenientes desse marcador molecular pode gerar
novas informacdes a respeito destas espécies.

Diante das questdes apresentadas, objetivou-se com o trabalho caracterizar as
espécies do género Passiflora mediante marcadores RGAs para obter informacbes da
distribuicdo genética entre diferentes espécies de maracujazeiro, de forma a contribuir e

subsidiar programas de conservacdo e melhoramento genético.

MATERIAIS E METODOS

Coleta de DNA e armazenamento das amostras

O experimento foi realizado em parceria com o Centro de Pesquisa Agropecuaria
Cerrados (CPAC) de Brasilia-DF. Um total de 178 acessos composto de 79 espécies e 12
variedades foram selecionados do Banco Ativo de Germoplasma (BAG) “Flor da Paixdo” da
Embrapa Cerrados.para o estudo (Tabela 6; Apéndice I).

O DNA genémico desses acessos foi extraido pelo método Cationic Hexadecyl
Trimethyl Ammonium Bromide (CTAB) de acordo Faleiro et al. (2003) e quantificados por
espectrofotometria utilizando o equipamento NanoDrop®. De posse do material gendmico,
esse foi diluido nas concentracdes de 100ul a 50ng e condicionado em freezer -20 até o
momento do transporte para o Laboratério de Genética Molecular Aplicada (LGMA), da
Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia (UESB), Campus Itapetinga-Ba, onde foi
realizado a caracterizacao genética.

Genotipagem com marcadores moleculares

Para os ensaios de amplificacdo foram utilizadas 17 combina¢fes dos iniciadores
RGAs (Resistance Genes Analog) (Tabela 1), previamente avaliadas para espécies do género
Passiflora spp. (PEREIRA, 2012; PAULA et al., 2010) e para Cucumis melo L. (MACIEL,
2014).
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Tabela 1. Descricdo das combinagdes de iniciadores RGA (Resistance Genes Analog)
selecionadas previamente para uso no género Passiflora

COMBINACAO INICIADORES SEQUENCIAG5' - 3
L S1 GGTGGGGTTGGGAAGACAACG
NBSr1 GGTGGGGTTGGGAAGACAACGYCT
) S2 GGIGGIGTIGGIAAIACIAC
Asl CAAGGCTAGTGGCAATCC
3 S2 GGIGGIGTIGGIAAIACIAC
As2 IAAIGCIAGIGGIAAICC
A NBSf1 GGAATGGGNGGNGTNGGNAARAC
As2 IAAIGCIAGIGGIAAICC
. S1 GGTGGGGTTGGGAAGACAACG
Asl CAAGGCTAGTGGCAATCC
6 S1 GGTGGGGTTGGGAAGACAACG
As2 IAAIGCIAGIGGIAAICC
: S1 GGTGGGGTTGGGAAGACAACG
As3 IAGIGCIAGIGGIAGICC
o NBSf1 GGAATGGGNGGNGTNGGNAARAC
NBSr1 GGTGGGGTTGGGAAGACAACGYCT
9 NBSf1 GGAATGGGNGGNGTNGGNAARAC
Asl CAAGGCTAGTGGCAATCC
10 NBSf1 GGAATGGGNGGNGTNGGNAARAC
As3 IAGIGCIAGIGGIAGICC
1 RGALf AGTTTATTATTYSATTGCT
RGA2r CACACGGTTTAAAATTCTCA
12 RGALf AGTTTATTATTYSATTGCT
RGAG5r TCAATCATTTCTTTGCACAA
13 RGALf AGTTTATTATTYSATTGCT
RGA6r AACTACATTTCTTGCAAGT
14 RGALf AGTTTATTATTYSATTGCT
RGASr CCGAAGCATAAGTTGGTG
15 S2 GGIGGIGTIGGIAAIACIAC
As3 IAGIGCIAGIGGIAGICC
16 Asl CAAGGCTAGTGGCAATCC
As2 IAAIGCIAGIGGIAAICC
17 Asl CAAGGCTAGTGGCAATCC
As3 IAGIGCIAGIGGIAGICC

*I1= AITIG/IC; D= A/GI/T; E=C/G; R= AIG; Y=CIT

As reacOes de amplificagdo foram realizadas no LGMA da UESB. As quais foram

conduzidas em volume de 16 uL, contendo 8 uL. de DNA a 2 ng, 1 uL de cada iniciador RGA,
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0,11 uLTaq DNA Polimerase, 1 pL do mix de dNTP, 1 uL de Cloreto de Magnésio (MgCly),
1,7 de Tampédo 10X e 2,19 de agua milli-Q.

As reacOes de amplificacdo foram realizadas adotanto o programa adequado para 0s
iniciadores RGA que consistiram de 34 ciclos ap6s desnaturacao inicial 95°C por 5 minutos.
Cada ciclo consistiu de 30 segundos a 95°C, 1 minuto a 37°C, 1 minuto e 20 segundos a
72°C. Ao final de 34 ciclos, foi realizada uma extensdo final de 10 minutos a 72°C. A
reacdode PCR para todos os iniciadores RGA foram realizados em termociclador Applied
Biosystems® — Veriti® 96-Well Thermal Cycler. Os produtos de amplificacdo foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose a 2% (m/v), utilizando tampé&o de corrida TBE-
0.5X, em uma voltagem de 120 por 2 horas. O DNA do fago lambda Invitrogen®(A) de 100
bp foi usado como marcador de peso molecular. Os géis foram corados com 2% p/v do
intercalante Gel Red Invitrogem®, visualizados sob luz UV e fotodocumentados em camera
digital, acoplada em fotodocumentador Gel Logic 112 IMAGING — KODAK.

Estimativa de diversidade genética

De posse da imagem dos géis e com base nos padrdes de amplificacdo foram
adotados dois critérios para as analises:

() Critério 1. Avaliacdo do padrdo de amplificacdo das 17 combinacdes de
iniciadores RGA, com base na identificacdo da presenca ou auséncia do loco na
imagem do gel, sem considerar o nimero de locos gerados por cada combinacao de
iniciadores. Nessa andlise foi considerada a avaliacdo das espécies, sem considerar 0s
acessos, sendo 79 espécies e 12 variedades, totalizando 91 acessos, distribuidos no:
subgénero Astrophea com 5 espécies, Decaloba com 15, Passiflora com 59 e as
Variedades com 12 BRS.

(I  Critério 2: Avaliacdo do padrdo de amplificacdo das 17 combinacdes de
iniciadores RGA, com base na identificacdo da presenca ou auséncia do loco na
imagem do gel, considerando o nimero de locos gerados por cada combinagdo de
iniciadores. Nessa analise foram consideradas todos os acessos, totalizando 178,
distribuidos no: subgénero Astrophea com 7 espécies, Decaloba com 31, Passiflora
com 128 e as Variedades com 12 BRS.

A partir dos critérios | e 11, foi obtido a analise da variabilidade com base na estrutura

genética. Para a estimativa da diversidade genética foi utilizado o software GENALEX onde
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foram geradas as Andlises de Coordenadas Principais (PCoA) utilizando o coeficiente de
JACCARD (PEAKALL E SMOUSE, 2012). Foram realizadas analises de estimativa da
estrutura populacional adotando o método Bayesiano implementado no software
STRUCTURE (PRITCHARD
padronizados pelo grupo de pesquisa BioGen em estudos anteriores, respeitando assim, a
particularidade do marcador utilizado (CERQUEIRA-SILVA et al., 2014). Apoés foi
realizada a determinacdo do K mais provavel, mediante a metodologia ad hoc (EVANNO et
al., 2005).

et al. 2000). Sobretudo, adotando critérios de anélises ja

RESULTADOS

Com base nos critérios | e Il, 0s acessos investigados nesse estudo estdo distribuidos
em 3 subgéneros (Astrophea, Decaloba e Passiflora) e em um grupo formado pelas
variedades BRS (Tabela 2). De posse dessa distribuicdo, observou-se que as espécies alocadas

nos diferentes subgéneros, bem como as variedades BRS, pertencem a grupos distintos.

Nessa avaliacdo, observou-se que dentre as 17 combina¢des dos iniciadores RGA
(Resistance Genes Analog), pode-se destacar as combinacdes 1, 5, 6, 7, 9, 10 e 17 como, aquelas
que obtiveram o maior nimero e/ou percentual da presenca do loco (>50 marcas). Além disso,
foi possivel avaliar as combinagdes por subgénero e variedade, as quais obtiveram dados

distintos, onde o subgénero Passiflora apresentou maior nimero de presenca de loco.

Tabela 2. Tabela construida a partir do critério |, avaliando a presenca ou auséncia do loco
nas espécies dos subgéneros e variedades, para as 17 combinacdes dos iniciadores RGA
(Resistance Genes Analog)

Combinacbes *Subgénero 1 *Subgénero 2 *Subgénero3 Variedades Total

1 5 (100%) 15 (100%) 57 (96,6%) 12 (100%) 89 (97,8%)
2 1 (20%) 7 (46,6%) 25 (42,3%) 0 33 (36,2%)
3 0 3 (20%) 14 (23,7%) 1(8,3%) 18 (19,7%)
4 0 5 (33,3%) 17 (28,8%) 0 22 (24,1%)
5 5 (100%) 15 (100%) 57 (96,6%) 12 (100%) 89 (97,8%)
6 2 (40%) 13 (86,6%) 36 (61%) 7 (58,3%) 58 (63,7%)
7 5 (100%) 11 (73,3%) 45 (76,2%) 8 (66,6%) 69 (75,8%)
8 2 (40%) 5 (33,3%) 28 (47,4%) 0 35 (34%)

9 4 (80%) 7 (46,6%) 41 (69,4%) 0 52 (57,1%)
10 4 (80%) 9 (60%) 36 (61%) 0 49 (53,8%)
11 2 (40%) 5 (33,3%) 21 (35,5%) 6 (50%) 34 (37,3%)
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12 1 (20%) 2(13,3%) 14 (23,7%) 2 (16,6%) 19 (20,8%)
13 0 2(13,3%) 11 (18,6%) 0 13 (14,2%)
14 0 6(40%) 14 (23,7%) 0 20 (21,9%)
15 3 (60%) 6(40%) 27 (45,7%) 0 36 (39,5%)
16 1 (20%) 2(13,3%) 11 (18,6%) 0 14 (15,3%)
17 4 (80%) 15 (100%) 54 (91,5%) 11 (95,6%) 84 (92,3%)

Total 31 107 446 48

Média 18(57%) 63(58%) 262(59%) 28 (58%)

*Subgénero 1: Astrophea; *Subgénero 2: Decaloba; *Subgénero 3: Passiflora

De acordo com os dados construidos com base no critério Il (Tabela 3), foi possivel
observar um total de 506 marcadores gerados ap0s as rea¢fes de amplificacdo em 178 acessos
de Passiflora spp. Esses 506 marcadores foram distribuidos da seguinte forma: 74 para o
subgénero Astrophea, 146 para o subgénero Decaloba, 243 para o subgénero Passiflora e 43

para as variedades.

Tabela 3. Tabela construida a partir do critério 11, avaliando os marcadores moleculares
gerados através das 17 combinacdes de iniciadores RGA (Resistance Genes Analog) nos
subgéneros e variedades, assim como o percentual de polimorfismo dos mesmos

Combinacbes *Subgénerol *Subgénero2 *Subgénero3 Variedades *Total

1 8 13 17 11 17
2 4 17 25 0 25
3 0 4 8 1 11
4 0 8 9 0 11
5 13 16 17 9 18
6 6 13 16 5 16
7 5 7 10 3 13
8 4 8 15 0 15
9 8 13 19 0 19
10 6 7 17 0 17
11 3 4 17 1 18
12 2 2 9 1 11
13 0 3 8 0 8
14 1 6 16 0 17
15 4 11 15 0 16
16 1 6 8 0 9
17 9 8 17 12 20

Total 31 107 446 48 506
% (28,2%) (55,7%) (92,7%) (16,2%)

*Subgénero 1: Astrophea; *Subgénero 2: Decaloba; *Subgénero 3: Passiflora; *Total: Total
de marcadores moleculares.
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Apobs triagem dos dados, verificou-se que 100% dos iniciadores RGA foram
polimorficos. As 17 combinacgdes de iniciadores RGAs utilizadas produziram o maior nimero
de marcadores para o subgénero Passiflora, totalizando 446 marcas (Tabela 3). Cujo resultado
é devido ao fato de o subgénero abranger o maior nimero de espécies com consequente

diversidade genética.

A diversidade geneética entre os acessos com base nos critérios estabelecidos pode ser

observada na andlise da componente principal (PCoA) (Figura 1).
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@ Subgénero Astrophea Subgénero Decaloba 4 Subgénero Passiflora Variedades (BRS)
* Os numeros ilustrados nas Analises de Coordenadas Principais sdo referentes as populacdes.
Exemplo: 1=Popl.

Figura 1. Andlise de Coordenadas Principais considerando a distribuicdo genética dos
subgéneros e variedades de forma agrupada. A) Considerando o critério I. B) Considerando o
critério 1.

A distribuicdo genética observada na PCoA , é referente aos subgéneros e variedades
de forma isolada. Embora a PCoA ilustre a distribuicdo dos mesmos elementos, que por vez,
estdo bem dispersos na imagem, os resultados observados sdo distintos. As quatro populacdes
referem aos trés subgéneros e a variedade BRS, enfatizam que existe uma ampla distribuicéo
genética. Ao analisar os graficos de acordo os critérios | (grafico A) e Il (gréafico B) (Figura

1), observou-se que 0s subgéneros estdo mais proximos entre si, enquanto as variedades mais
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distantes. Uma explicacdo para esse resultado pode ser devido as modificacGes realizadas pelo
melhoramento genético nas variedades. Portanto, o melhoramento revela que embora a
distribuicdo genética aponte similaridade entre 0s acessos, esses estdo distantes geneticamente
de seus genitores.

A principio, os critérios | e 1l foram estabelecidos para determinar qual dos dois

critérios apresentaria o melhor arranjo para os estudos de distribuicdo e diversidade genética.

Ao considerar o critério I, a PCoA mostrou que existe uma ampla diversidade entre
os acessos (Figura 2). E que a diversidade observada estd majoritariamente distribuida no
subgénero Passiflora L. com 59 acessos, seguida dos subgéneros Decaloba e Astrophea com
15 e 5 acessos. Além dos subgéneros, as 12 variedades (BRS), hibridos do género Passiflora

que também foram inseridas anélise.
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Figura 2. Analise de Coordenadas Principais considerando o critério I, sendo 91 acessos de
Passiflora spp. mediante iniciadores RGA (Resistance Genes Analog). As espécies foram
enumeradas de acordo ao acesso e identificadas de acordo ao subgénero que pertencem, como
consta na legenda, esses dados estdo presentes na Tabela 6 do apéndice.

O fato de os acessos terem ocupado 0s quatro quadrantes do histograma, mostra que
existe uma grande diversidade genética entre os géneros da familia Passifloraceae. Pode-se
destacar na Figura 2 que as Variedades (80 ao 91) estdo proximas quanto a sua distribuicéo.

Essa distribuicdo jA era esperada devido a sua estruturacdo em espécies hibridadas.
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Considerando a hibridacdo interespecifica, é possivel observar que muitas espécies de géneros
distintos estdo proximas geneticamente. Tal observacdo € muito importante para subsidiar
diretamente programas de melhoramento e indiretamente programas de conservagdo genética.
Uma vez que, espécies geneticamente proximas possuem maior compatibilidade genética,
dispondo de recursos para possiveis processos de hibridacdo que podem gerar variedades de
interesse agronémico. Além disso, esse resultado revela baixo nivel de estruturacdo, o que

evidencia a existéncia de fluxo génico entre as espécies.

Ainda na figura 2, pode-se observar 2 que espécies inseridas no subgénero Passiflora
como, P. alata (21), P. setacea (31), P. edulis (23) e P. coccinea (26) dente outras, estdo
préximas entre si. O que justifica a utilizacdo das espécies desse subgénero como matrizes
para procedimento de hibridacdo. Assim, contribuindo para obtencdo de hibridos com

descritores agrondmicos potenciais.

Na Figura 3, é possivel observar separadamente a diversidade genética dos trés
subgéneros: Astrophea (A), Decaloba (B) e Passiflora (C) e das variedades BRS (D). Cujos
acessos estdo bem distribuidos geneticamente. A distribuicdo apresentada nestes quatro

histogramas, € muito importante para a manutencao e perpetuacao evolutiva das espécies.
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Figura 3. Comparacdo de Analise de Coordenadas Principais considerando o critério | para 0s
distintos subgéneros e variedades. Sendo A) Astrophea, B) Decaloba, C) Passiflora e D)
Variedades

A dispersdo observada nas figuras 2 e 3 com relacdo as espécies avaliadas, ilustra
que as espécies inseridas no subgénero Passiflora sdo em sua maioria, as mais conhecidas e
estudadas. Dentre elas, destaca-se as especies P. edulis, P. alata, P. cincinnata, P. setacea e
P. coccine. A maior popularidade dessas espécies, se deve ao seu espago consolidade no
mercado, em que sdo amplamente utilizadas nas industrias. Embora, as especies comumente
mencionadas sdo utilizadas comercialmente, o subgénero Passiflora dispbe de uma grande

diversidade tanto de espécies comerciais, quanto de espécies silvestres.
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Pode-se verificar também, que as espécies inseridas nos subgéneros menos
representativos, compdem em sua maioria espécies silvestres, como, P. organensis, P.
suberosa, P. cerradensis e P. chlorina, estas e outras espécies silvestres, também apresentam
grande relevancia para programas de melhoramento genético, visto que, as espécies silvestres
apresentam fonte de resisténcia a diversas doengas que acometem 0s maracujazeiros.

Considerando o critério 2 para a Analise de Coordenadas Principais (PCoA) (Figura
4), verificou-se também grande dispersdo dos acessos, confirmando, sobretudo, o subgénero
Passiflora como o mais abundante e disperso, conforme mencionado nas figuras 1, 2 e 3. O
subgénero Passiflora compGe 128 acessos, em seguida, 0s subgéneros Decaloba e Astrophea
com 31 e 7 acessos e as variedades compondo 12 acessos, respectivamente. Para melhor
visualizacdo e compreensdo da PCoA, nesta andlise, os acessos foram agrupados por espécie,

sendo assim, considerados como populacéo.
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Figura 4. Anélise de Coordenadas Principais considerando o critério I, sendo 178 acessos de
Passiflora spp. mediante iniciadores RGA (Resistance Genes Analog). As espécies foram
enumeradas de acordo ao acesso e identificadas de acordo ao subgénero que pertencem, como
consta na legenda, esses dados estdo presentes na Tabela 5 e 6 do apéndice.

Avaliando a distribuicdo desta PCoA (Figura 4), pode-se observar um grupo em
destaque onde estdo inseridas espécies geneticamente proximas, além disso, no mesmo grupo

estdo as variedades. Assim como a primeira analise do PCoA, observa-se que as variedades
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estdo proximas dos seus genitores, corroborando para a confiabilidade da pesquisa (Figuras 1
ed).
Na analise da PCoA dos subgéneros em separado, é possivel analisar a distribuicao

dos acessos de forma distinta (Figura 5).
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Figura 5. Comparacdo de Analise de Coordenadas Principais considerando o critério 11 para
os distintos subgéneros e variedades. Sendo A) Astrophea, B) Decaloba, C) Passiflora e D)
Variedades.

Dessa forma, é possivel verificar maior distancia genética entre os subgéneros

Decaloba e Astrophea. Para tanto, como o subgénero Passiflora abrange uma maior



65

quantidade de espécies, nota-se que a distribuicdo esta mais homogénea e concomitantemente
dispersa.

Na anélise de coordenadas principais (PCoA), com enfoque para diversidade entre e
dentro as populacGes, pode-se observar que a distribuicdo foi praticamente a mesma (Figuras
6A e 6B).

A.) Percentages of Molecular Variance B) Percentages of Molecular Variance

Among Pops
6%

Figura 6. Gréfico ilustrando a estrutura genética dentro (Within) e entre (Among) as
populacbes (subgéneros Astrophea, Decaloca, Passiflora e as Variedade) do género de
Passiflora, obtidas a partir da Analise Molecular de Variancia (AMOVA). A) Considerando o
Critério 1. B) Considerando o Critério Il.

Para a Andlise de Variancia Molecular (AMOVA), tanto o critério | quanto o critério
I1, as diversidades entre as espécies € maior do que dentre elas. Essa observagdo ja era de se
esperar quando a populacdo encontra-se em equilibrio e possui alta variabilidade genética
conforme ja apresentado. Esse resultado indica baixa estrutura dos subgéneros, evidenciando

elevada diversidade dentro em relacdo a diversidade entre.

Quanto a inferéncia Baysiana com base na estimativa de delta K (Figuras 7 e 8),
observou-se que a estimativa indicou estruturagdo baseada em dois pools génicos e
subestruturacdo em 5 pools génicos, para K=2 e K=5 como 0s pools génicos mais provaveis

para 0s 178 acessos de Passiflora .
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Figura 7. Valores de delta K para o nimero de pool génico (K) mais provavel de grupos nas
andlises de estrutura e ancestralidade de 178 acessos de Passiflora. A) Valores do delta K
mais provavel K=2. B) Grafico inferindo a maior distania, que corrobora com resultado da
(Figura 1A).
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Figura 8. Provaveis pools génicos obtidos de acordo com o método descrito por Evanno et
al. (2006), a partir de marcadores RGA para espécies do género Passiflora.A) Estruturacdo de
delta K=2 contendo mix em 2 individuos. B) Distribuicdo do K=5 estimado para espécies do
género Passiflora.

O histograma ilustra o nivel de estruturacdo dos subgéneros Astrophea, Decaloba,
Passiflora e das Variedades (BRS), mostrando a representacdo de dois e cinco pools génicos
(Figura 8 A e B). Na primeira figura, € notéria a predominéancia do pool génico representado
pela cor vermelha e na estruturacdo das espécies existe uma mudanga na composicdo dos
pools génicos (Tabela 4).
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Tabela 4. Amostragem do pool génico mais provavel inferindo a ancestralidade por
individuos devidamente alocados nos subgénero e variedades

K1 K2 MIX

Subgénero Astrophea 7 0 0
Subgénero Decaloba 14 15 2
Subgénero Passiflora 56 72 0

Variedade (BRS) 12 0 0

Considerando os valores do delta K, foi possivel verificar a partir do histograma dois
pools génicos representados na (Tabela 4) como K1, K2 e MIX. O padrdo de estruturagdo nos
subgéneros e variedades avaliados no estudo, mostraram que apenas no subgénero Decaloba

houve mistura (MIX), para os demais observou-se estruturacao.

A Figura 9 corrobora com os dados apresentados na (Tabela 4), porém, exibe o
nimero de cada acesso que compde o pool génico K=2, inferindo os resultados do pool
génico K1 e K2 para os subgéneros e variedades avaliadas. Considerando os dados ilustrados,
pode-se observar que os subgéneros estdo estruturados geneticamente, apresentados apenas

duas espécies amostragem de mistura (MIX).

Subgénero Astrophea

8.5.10,11,12,13,14,15.16, 17, 18,15, 20,21, 22.

25,26,27.28,29,30,31,32,33,34,35,36,37,38. » MIX

Subgénero Decaloba

K2

Subgénero Passiflora 39,40;41-111. " KI

I 3,112, 113,114,115, 116 - 166.

Variedade (BRS) H 167, 168,169,170, 171,172,173, 171,171,173, 174,175,176, 177, 1 78.
| | | | | \

] 10 20 30 40 50 60 70 80

Figura 9. Acessos distribuidos por grupos baseados nos valores do pool génico K=2,
representativamente K1, K2 e MIX.
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DISCUSSAO

Os estudos com iniciadores RGA para o género Passiflora sdo escassos, 0 mesmo €
utilizado amplarmaente para outros tipos de cultura, a exemplo, na caracterizacdo de acessos
de feijiio (MUTL et al.,2005), cebola (VALENCIO, 2005) e meldo (MACIEL, 2014).

Por isso as combinacOes de iniciadores RGA utilizados no presente estudo foram ss
mesmas utilizados por Paula et al. (2010) e Perreira (2012). Esses autores também
constataram a eficiéncia dos iniciadores e ressaltaram a importancia destes para acessar

regides conservadas NBS na caracterizacdo e manipulacéo de potenciais genes de resisténcia.

Foram utilizados no trabalho de Paula et al. (2010) seis combinac6es de iniciadores
RGA, a citar S2+Asl, S2+As2, S2+As3, S2+LM637, F1+As2 e S2+R1, em oito espécies,
sendo estas P. setacea, P. nitida, P. serratodigitata, P. caerulea, P. gibertii, P. odontophyla,
P. edulis nativo e P. coccinea, e um hibrido interespecifico (P. setacea x P. coccinea), 0s

primeiros autores obtiveram um total de 99 marcas, sendo a maioria polimarficas.

Pereira (2012), utilizou no seu estudo 18 combinagdes de iniciadores RGA para
avaliar 98 individuos de maracujazeiros amarelo (P. edulis), em que apenas as combinacdes

sl+as2 e RGALf +RGA2r ndo apresentarem nenhum produto de amplificacéo.

E valido ressaltar, que os iniciadores RGAs utilizados no presente estudo foram
selecionados previamente e majoritariamente, considerando os estudos de Paula et al. (2010)
e Pereira (2012), estes sdo, exemplos dos poucos estudos realizados mediante o uso de

iniciadores RGA, sobretuto, para o género Passiflora.

Levando em consideracdo a cronologia do uso dos marcadores moleculares em
estudos com o género Passiflora, Cerqueira-Silva et al. (2014a) relata o trabalho de Paula
et al. (2010), como o primeiro a usar o iniciador RGA para espécies de Passiflora, portanto é

um iniciador relativamente recente em estudos desse aspecto.

Em estudos baseados com outros marcadores dominantes, pode-se citar o estudo
realizado por Viana et al., (2003) onde foram utilizados iniciadores RAPD em espécies de P.
edulis f. flavicarpa, P. alata e P.maliformis, constatando a partir dos resultados que a
diversidade interespecifica revelou elevado polimorfismo nos genétipos estudados, possuindo

em sua maioria materiais divergentes em virtude do vasto nimero utilizado de espécies de
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maracujazeiros. Estudos baseados em iniciadores RAPD foram realizados também, por
Cerqueira-Silva et al (2010), em 18 genotipos de P. trintae, obtendo através das reacoes de
amplificacdo um total de 112 marcas, revelando 94 (84%) marcas polimorficas e 18 (16%)

marcas observadas monomorficas.

Em relacdo aos resultados da tabela 3 verificou-se o total de marcadores nos
subgéneros e variedades de acordo, a cada combinagfes de iniciadores RGA, bem como, o
total de marcadores para cada subgénero e variedade particularmente, avaliando todos os
iniciadores utilizados no estudo. Além disso, foi analisado o percentual de polimorfismo dos
acessos, possuindo assim, majoritariamente, marcadores moleculares 100% polimdrficos. O
trabalho realizado por Paula (2006) confirma os resultados apresentados acima, onde
verificou-se a predominancia de 96,96% de marcas polimorficas, indicando grande
diversidade genética das espécies avaliadas pelo iniciador do tipo RGA. Resultados relatados
por Pereira (2012) foram similares, os cinco iniciadores RGA utilizados produziram um total
de 97 produtos de amplificacdo, dos quais 79 foram polimdrficos, perfazendo 83% de

polimorfismo.

Considerando os critérios estabelecidos para avaliar qual analise mais consistente
para o estudo, foi possivel verificar que o critério 1l (18%) foi o mais adequado devido a
variacao grafica das coordenadas, revelando um valor inferior, quando comparado ao critério
| (49%). A analise da diversidade genética dos subgéneros Astrophea, Decaloba e Passiflora
e, as variedades do género Passiflora revelaram, que os dados obtidos através das Analises de
Coordenadas Principais (PCoA) considerando os critérios 1 e 2, corroboram com dados
existentes na literatura, ao sugerir o subgénero Passiflora como o mais rico e diverso.
Segundo Ulmer e Macdougal, (2004), o subgénero Passiflora L. possui um total de 236
espécies. Em seguida estd o subgénero Decaloba com 214 espécies, na sequéncia, 0
subgénero Astrophea com 57 espécies (FEUILLET E MACDOUGAL 2003). Dentre as
espécies avaliadas, € possivel destacar a importancia das espécies comerciais, bem como, a
utilizagdo de espécies silvestres com caracteristica de interesse em programas de
melhoramento genético. Espécies como, P. setacea, P. coccinea, P. caerulea, P. glandulosa,
P. mucronata e P. galbana dispde de dados preliminares da variabilidade de genes de
interesse, as quais cruzam bem com espécies como, P. edulis e P. alata, gerando hibridos
interespecificos viaveis (FALEIRO et al, 2005). Com base nos resultados de Soares (2016),
verificou-se a possibilidade de cruzamento interespecifico, porém € necessario mais critério

na escolha das espécies e das plantas, pois sO assim é possivel garantir resultados bem
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sucedidos no cruzamento, como é o caso da P. edulis X P. cincinnata, P. alata X

P.cincinnata.

A hibridacdo interespecifica em espécies de Passiflora, no Brasil, estd
prioritariamente relacionada com a transferéncia de caracteres favordveis de espécies
silvestres para a espécie comercial Passiflora edulis, especialmente genes que conferem
resisténcia (VIANA, et. al., 2003). As 12 variedades do presente estudo, em sua maioria
resultou de cruzamentos da espécie P. edulis com espécies comerciais ou silvestres. Tendo
como fruto desse cruzamento as variedades de P. setacea, P. coccinea, P. alata, P. incarnata,
P. quadrufaria e P. tenufilia.

A Andlise de Variancia Molecular (Figura 6) revelou para os critérios | e Il
resultados semelhantes, ressaltando assim, que a diversidade esta distribuida majoritariamente
dentre as populagdes (subgéneros e variedades), em contraste, com um percentual
notadamente inferior de distribuicao entre as populacdes, destacando que existe baixo nivel de
estruturacdo nos subgéneros e variedades avaliados, evidenciando grande diversidade
genetica. Foi observado compatibilidade entre os resultados das Analises de Coordenadas
Principais (PCoA) e Andlises de Variancia Molecular (AMOVA). A caracterizagdo da
variabilidade genética de maracujazeiros fornece fonte de informacgdes para serem aplicados
em programas de melhoramento em maracujazeiros comerciais (MELETTI et al., 1997).

Embora, as Andlises Baysianas, Andalises de Coordenadas Principais e Analise de
Variancia Molecular, serem obtidas mediante iniciadores RGA e, avaliarem distribuicdo
genética, é importante ressaltar a importancia da caracterizacdo genética com base em
marcadores dominates ndo necessitam de estudos prévios acerca do genoma da espeécie,
podendo ser amplamente empregado em estudos de diversos organismos (FALEIRO, 2007).

Com base na analise Bayesiana foram revelados o delta K mais provavel, sendo
estes, K=2 (escore ~ 550) e K=5 (escore ~ 50), sendo 0 K=2 0 mais relevante, podendo assim,
observar o grau de estruturacdo dos subgéneros e variedades do género Passiflora, verificando
apenas dois acessos com mistura. Avaliando estritamente o pool génico K=2, foi possivel
detectar a variacdo de pools génicos em cada subgénero indicando estruturacdo dos acessos.
Os dados do Structure mostram que o subgénero Astrophea possui presen¢a majoritaria de um
pool génico, e os subgéneros Passiflora e Decaloba com dois pools génicos, e as variedades
com apenas um pool génico. Maciel (2014) inferiu que existem limitagbes com relagdo ao
programa Structure, visto que, os resultados das Analises de coordenas Principais foram

conflitantes quando oas resultados da analise Bayesiana.
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CONCLUSAO

Conclui-se com a pesquisa, que o iniciador do tipo RGA apresenta dados polimorficos,
informativos e eficientes. Sobretudo, alcancou resultados agregadores quanto ao género
Passiflora, que apresentou grande diversidade genética distribuidos nos subgéneros Passiflora
L, Decaloba e Astrophea. Dentre as espécies avaliadas, algumas ja dispdem de estudos
potenciais para a hibridacao interespecifica, podendo contribuir para acdes de melhoramento
genetico e em programas de conservacdo. Sendo assim, estudos acerca dessa diversidade se

fazem necessario.
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Tabela 5. Classificacdo das espécies de Passiflora quanto ao seu subgénero e origem
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Ne ESPECIES SUBGENERO CODIGO ORIGEM

1 P. cerradensis Sacco Astrophea CPAC MJ -45-01 Brasilia, DF
2 P. cerradensis Sacco Astrophea CPAC MJ-45-01 Brasilia, DF
3 P. haematostigma Mart. Ex Mast. Astrophea CPAC MJ-24-02 Natividade, TO
4 P. haematostigma Mart. Ex Mast. Astrophea CPAC MJ-24-01 Caete, MG

5 P. chlorina L. K. Escobar Astrophea CPAC MJ-89-01 Caeté, MG

6 P. rhaminiflora Mast. Astrophea CPAC MJ-52-01

7 P. sclerophylla Harms Astrophea CPAC MJ-96-01 Manaus, AM
8 P. organensis Gardiner Decaloba CPAC MJ -51-01

9 P. organensis Gardiner Decaloba CPAC MJ-51-02

10 P. organensis Gardiner Decaloba CPAC MJ-51-01 Serra dos Orgéos, RJ
11 P. organensis Gardiner Decaloba CPAC MJ-51-01

12 P. suberosa L. Decaloba CPAC MJ -35-01 Brasilia, DF
13 P. suberosa L. Decaloba CPAC MJ-35-03

14 P. suberosa L. Decaloba CPAC MJ-35-02 Roraima

15 P. suberosa L. Decaloba CPAC MJ-35-02 Roraima

16 P. capsularis Lam. Decaloba CPAC MJ-29-01

17 P. capsularis Lam. Decaloba CPAC MJ-29-02 Monte Verde, MG
18 P. capsularis Lam. Decaloba CPAC MJ-29-04

19 P. ferruginea Mast. Decaloba CPAC MJ-82-01 Manaus, AM
20 P. ferruginea Mast. Decaloba CPAC MJ-82-01 Rondonia
21 P. ferruginea Mast. Decaloba CPAC MJ-82-01 Amazonas
22 P. vespertilio L. Decaloba CPAC MJ-79-01 Manaus, AM
23 P. vespertilio L. Decaloba CPAC MJ-79-01 Manaus, AM



24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51

P. vespertilio L.
P auriculata Kunth
P auriculata Kunth
P. morifolia Mast.
P. morifolia Mast.
P. porophylla Vell
P. porophylla Vell

P. rubra L.
P. rubra L.

P. biflora Lam.
P. cervii M. L. M. Azevedo
P. micropetala Mart.
P. pohlii Mast
P. saxicola Gontsch
P. tricuspis Mast
P. alata Curtis
P. alata Curtis
P. alata Curtis
P. alata Curtis
P. cincinnata Mast
P. cincinnata Mast
P. cincinnata Mast
P. cincinnata Mast
P. edulis Sims
P. edulis Sims
P. edulis Sims
P. edulis Sims
P. foetida L.

Decaloba
Decaloba
Decaloba
Decaloba
Decaloba
Decaloba
Decaloba
Decaloba
Decaloba
Decaloba
Decaloba
Decaloba
Decaloba
Decaloba
Decaloba
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora

CPAC MJ-79-01
CPAC MJ -61-01
CPAC MJ-61-01
CPAC MJ-48-01
CPAC MJ-48-01
CPAC MJ-93-01
CPAC MJ-93-01
CPAC MJ-69-01
CPAC MJ-69-01
CPAC MJ-71-01
CPAC MJ-84-01
CPAC MJ-41-01
CPAC MJ-38-01
CPAC MJ-95-01
CPAC MJ-32-01
CPAC MJ -02-17
CPAC MJ -02-09
CPAC MJ-02-09
CPAC MJ -02-19

CPAC MJ -26-03 (PL1)

CPAC MJ -26-03 (PL2)

CPAC MJ -26-03 (PL3)

CPAC MJ -26-03 (PL4)
CPAC MJ-21-07
CPAC MJ-21-07
CPAC MJ-21-07
CPAC MJ-21-06

CPAC MJ-28-05 PL1

Manaus, AM

Araponga, MG
Araponga, MG
Caeté, MG

Camanducaia, MG
Camanducaia, MG
Manaus, AM

Belém, PA
Planaltina, DF

Planaltina, Brasilia-DF
Planaltina, Brasilia-DF
Planaltina, Brasilia-DF

PMGP CPAC
PMGP CPAC
PMGP CPAC
PMGP CPAC
Serra da mesa
Serra da mesa
Serra da mesa
Oliveira, MG
Mossoro
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52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79

U U U T

P. foetida L.
P. foetida L.
P. foetida L.
P. maliformis Vell.
P. maliformis Vell.
P. maliformis Vell.
P. maliformis Vell.
P. nitida Kunth
P. nitida Kunth
P. nitida Kunth
P. nitida Kunth
P. quadrangularis L.
P. quadrangularis L.
P. quadrangularis L.
P. quadrangularis L.

. amethystina J. C Mikan
. amethystina J. C Mikan
. amethystina J. C Mikan
. amethystina J. C Mikan

P. caerulea L.
P. caerulea L.
P. caerulea L.
P. caerulea L.

P. quadrifaria VVanderpl
P. quadrifaria Vanderpl
P. quadrifaria Vanderpl
P. quadrifaria VVanderpl

P. setacea DC.

Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora

CPAC MJ-28-05 PL2
CPAC MJ-28-05 PL3
CPAC MJ-28-05 PL4
CPAC MJ -58-01 P41R3
CPAC MJ -58-01 P1R5
CPAC MJ -58-01 P2R1
CPAC MJ -58-01 PSR2
CPAC MJ-M-20- L1P8
CPAC MJ-M-20- L1P7
CPAC MJ-M-20- L1P6
CPAC MJ-M-20- L1P5
CPAC MJ-07-04 P1
CPAC MJ-07-04 P2
CPAC MJ-07-04 P3
CPAC MJ-07-04 P4
CPAC MJ-13-01
CPAC MJ-13-09
CPAC MJ-13-06
CPAC MJ-13-09
CPAC MJ -14-01
CPAC MJ-14-03
CPAC MJ-14-03
CPAC MJ-14-03
CPAC MJ-42-02
CPAC MJ-42-03
CPAC MJ-42-01
CPAC MJ-42-01
CPAC MJ-12-04

Mossoré
Mossoro
Mossord
PMGP CPAC
PMGP CPAC
PMGP CPAC
PMGP CPAC
CPAC MJ-M-20- L1P8
CPAC MJ-M-20- L1P7
CPAC MJ-M-20- L1P6
CPAC MJ-M-20- L1P5
PMGP CPAC
PMGP CPAC
PMGP CPAC
PMGP CPAC
Séo Paulo
Caeté, MG
Monte Verde, MG
Caeté, MG

Bento Gongalves, RS
Bento Gongalves, RS
Bento Goncalves, RS
Para
Ronddnia

Redondo mildo, BA
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80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107

P. setacea DC.
P. setacea DC.
P. setacea DC.
P. tholozanii Sacco
P. tholozanii Sacco
P. tholozanii Sacco
P. tholozanii Sacco
P. vitifolia Kunth
P. vitifolia Kunth
P. vitifolia Kunth
P. vitifolia Kunth
P. actinia Hook
P. actinia Hook
P. actinia Hook
P. ambigua Hemsl.
P. ambigua Hemsl.
P. ambigua Hemsl.
P. coccinea Aubl.
P. coccinea Aubl.
P. coccinea Aubl.
P. hatschbachii Cervi
P. hatschbachii Cervi
P. hatschbachii Cervi

P. malacophylla Mast.
P. malacophylla Mast.
P. malacophylla Mast.

P. mucronata Lam.
P. mucronata Lam.

Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora

CPAC MJ-12-06
CPAC MJ-12-06
CPAC MJ-12-04
CPAC MJ-65-03
CPAC MJ-65-04
CPAC MJ-65-01
CPAC MJ-65-01
CPAC MJ -46-01
CPAC MJ -46-01
CPAC MJ-46-02
CPAC MJ-46-01
CPAC MJ -04-03
CPAC MJ-04-03
CPAC MJ-04-03
CPAC MJ -49-01
CPAC MJ -49-01
CPAC MJ -49-01
CPAC MJ -08-05
CPAC MJ -08-01
CPAC MJ-08-02
CPAC MJ -50-01
CPAC MJ-50-01
CPAC MJ-50-01
CPAC MJ -43-01
CPAC MJ-43-02
CPAC MJ-43-02
CPAC MJ-10-03
CPAC MJ-10-05

tipico, flor branca
Manhuagu, MG

mesclado, Tapiramuta, Ba

Manaus, AM
Ronddnia, Girau
Maraba, PA
Maraba, PA
Poconé, MT
Poconé, MT
Poconé, MT
Poconé, MT

Pontes e Lacerda, MT

Manaus, AM
Manaus, AM

Cardoso Moreira, RJ
Cardoso Moreira, RJ
Cardoso Moreira, RJ

Cardoso Moreira, RJ
Cardoso Moreira, RJ

Prado, BA

Campos dos Goytacazes, RJ
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108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135

P. mucronata Lam.
P. trintae Sacco
P. trintae Sacco
P. trintae Sacco
P. araujoi Sacco
P. araujoi Sacco
P. bahiensis Klotzsch
P. bahiensis Klotzsch
P. capparidifolia Killip
P. capparidifolia Killip
P. galbana Mast
P. galbana Mast
P. gardineri Mast
P. gardineri Mast
P. hypoglauca Harms
P. hypoglauca Harms
P. incarnata L.
P. incarnata L.

P. kermesina Link E Otto
P. kermesina Link E Otto
P. laurifolia L.

P. laurifolia L.

P. loefgrenii Vitta
P. loefgrenii Vitta
P. mierssi Mast.

P. mierssi Mast.

P. pedata L.

P. pedata L.

Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora

CPAC MJ-10-04
CPAC MJ-40-02
CPAC MJ-40-02
CPAC MJ-40-03
CPAC MJ-73-01
CPAC MJ-73-01
CPAC MJ -59-01
CPAC MJ-59-01
CPAC MJ-68-01
CPAC MJ-68-01
CPAC MJ-06-08
CPAC MJ-06-03
CPAC MJ -39-04
CPAC MJ-39-04
CPAC MJ-19-02
CPAC MJ-19-02
CPAC MJ-31-02
CPAC MJ-31-02
CPAC MJ-75-01
CPAC MJ-75-01
CPAC MJ -03-02
CPAC MJ-03-01
CPAC MJ-81-01
CPAC MJ-81-01
CPAC MJ-34-01
CPAC MJ-34-01
CPAC MJ-77-01
CPAC MJ-77-01

Prado, BA

Rio Pardo, MG

Norte de Minas (cipd candin)

Manaus, AM
Serra dos Orgéos, RJ
Bahia, Brasil
Bahia, Brasil
Cameta, PA
Cametd, PA
Ponte Nova, MG
Ponte Nova, MG
Silvania, GO
Silvania, GO
Ouro Preto, MG
Ouro Preto, MG
Séo Paulo
Centrafaria

(alba) Séo José do Laranjal, MG
(alba) Séo José do Laranjal, MG

Distrito Federal
Picos, PI
Jacinto Machado, SC
Jacinto Machado, SC
Monte Verde, MG
Caeté, MG
Manaus, AM
Manaus, AM



136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150
151
152
153
154
155
156
157
158
159
160
161
162
163

P. recurva Mast.
P. recurva Mast.
P. sidifolia M. Roem
P. sidifolia M. Roem
P. triloba Ruiz E Pav. Ex DC.
P. triloba Ruiz E Pav. Ex DC.
P. villosa Vell
P. villosa Vell
P. boticarioana Cervi
P. cerasina Annonay E Feuillet
P. edmundoi Sacco
P. eichleriana Mast
P. elegans Mast
P. gibertii B. E. Br.
P. glandulosa Cav.
P. jilekii Wawra
P. junqueirae Imig E Cervi
P. lingularis Juss.
P. luetzelburgii Harms
P. mendocai Harms
P. odontophylla Harms
P. picturata Ker Gawl.
P. phoenicea Lindl.
P. quadriglandulosa Rodschied
P. racemosa Brot.
P. riparia Mart. Ex Mast.
P. setulosa Killip
P. speciosa Gardner

Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora

CPAC MJ-80-01
CPAC MJ-80-01
CPAC MJ -16-02
CPAC MJ-16-01
CPAC MJ-78-01
CPAC MJ-78-02
CPAC MJ-67-01
CPAC MJ-67-01
CPAC MJ-87-01
CPAC MJ-88-01
CPAC MJ-90-01
CPAC MJ-23-03
CPAC MJ-72-01
CPAC MJ-22-02
CPAC MJ -05-01
CPAC MJ-91-01
CPAC MJ-66-01
CPAC MJ-57-01
CPAC MJ-74-02
CPAC MJ-92-01
CPAC MJ-09-02
CPAC MJ -47-01
CPAC MJ-53-01
CPAC MJ -62-01
CPAC MJ-76-04
CPAC MJ-63-02
CPAC MJ-25-01
CPAC MJ-20-03
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Rio Pardo, MG
Rio Pardo, MG
Espirito Santo
Espirito Santo
Cruzeiro do Sul, Acre
Guajaramirim, RO
Ouro Preto, MG
Séo Jorge

Presidente Figueiredo, AM
Rio Pardo, MG

Extrema, MG
Poconé, MT
Belém, PA

Caparad, MG

Petrolina, PE
Monte Verde, MG

Céceres, MT
Buzios, RJ
Confresa, MT

Manhuagu, MG



164 P. subrotunda Mast. Passiflora CPAC MJ-17-01 Natal, RN

165 P. tenuifila J. C Mikan Passiflora CPAC MJ-30-01

166 P. variolata Poepp. E Endl. Passiflora CPAC MJ-97-01 Manaus, AM

167 BRS céu do cerrado Variedade BRS céu do cerrado P. incarnata X P. edulis

168 BRS estrela do cerrado Variedade BRS estrela do cerrado P. coccinea Aubl X P. setacea DC.

169 BRS gigante amarelo Variedade BRS gigante amarelo P. edulis X P. edulis

170 BRS maracuja jabuticaba Variedade  BRS maracuja jabuticaba Selecdo de P. edulis

171 BRS mel do cerrado Variedade BRS mel do cerrado Selecéo de P. alata

172 BRS pérola do cerrado Variedade BRS pérola do cerrado Selecdo de P. setacea

173 BRS rosa parpura Variedade BRS rosa purpura P. incarnata X (P. quadrifaria X P. setacea)
BRS Estrela do Cerrado X ( P. coccinea e P.

174 BRS roseflora Variedade BRS roseflora setacea)

175 BRS rubi do cerrado Variedade BRS rubi do cerrado P. edulis X P. edulis

176 BRS rubiflora Variedade BRS rubiflora BRS Estrela do Cerrado X (P. coccinea e P. setacea)

177 BRS sol do cerrado Variedade BRS sol do cerrado P. edulis X P. edulis

178 BRS vitta Variedade BRS vitta Selecdo de P. tenuifila
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Tabela 6. Padrdo estabelecido para as Analises de Coordenadas Principais (PCoA)

N° ESPECIES SUBGENERO
1 P. cerradensis Sacco Astrophea
2 P. haematostigma Mart. Ex Mast. Astrophea
3 P. chlorina L. K. Escobar Astrophea
4 P. rhaminiflora Mast. Astrophea
5 P. sclerophylla Harms Astrophea
6 P. organensis Gardiner Decaloba
7 P. suberosa L. Decaloba
8 P. capsularis Lam. Decaloba



10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36

P. ferruginea Mast.
P. vespertilio L.
P auriculata Kunth
P. morifolia Mast.
P. porophylla Vell.
P. rubra L.

P. biflora Lam.

P. cervii M. L. M. Azevedo
P. micropetala Mart.
P. pohlii Mast,

P. saxicola Gontsch
P. tricuspis Mast.

P. alata Curtis
P. cincinnata Mast
P. edulis Sims
P. foetida L.

P. maliformis Vell.
P. nitida Kunth
P. quadrangularis L.
P. amethystina J. C Mikan
P. caerulea L.

P. quadrifaria Vanderpl
P. setacea DC.

P. tholozanii Sacco
P. vitifolia Kunth
P. actinia Hook
P. ambigua Hemsl.
P. coccinea Aubl.

Decaloba
Decaloba
Decaloba
Decaloba
Decaloba
Decaloba
Decaloba
Decaloba
Decaloba
Decaloba
Decaloba
Decaloba
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
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41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64

P. hatschbachii Cervi
P. malacophylla Mast.
P. mucronata Lam.

P. trintae Sacco
P. araujoi Sacco
P. bahiensis Klotzsch
P. capparidifolia Killip
P. galbana Mast.

P. gardineri Mast.

P. hypoglauca Harms
P. incarnata L.

P. kermesina Link E Otto
P. laurifolia L.

P. loefgrenii Vitta
P. mierssi Mast,

P. pedata L.

P. recurva Mast.

P. sidifolia M. Roem
P. triloba Ruiz E Pav. Ex DC.
P. villosa Vell
P. boticarioana Cervi
P. cerasina Annonay E Feuillet
P. edmundoi Sacco
P. eichleriana Mast.

P. elegans Mast.

P. gibertii B. E. Br.

P. glandulosa Cav.

P. jilekii Wawra

Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
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65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91

P. jungueirae Imig E Cervi
P. ligularis Juss.
P. luetzelburgii Harms
P. mendocaei Harms
P. odontophylla Harms
P. picturata Ker Gawl.
P. phoenicea Lindl.

P. quadriglandulosa Rodschied

P. racemosa Brot.
P. riparia Mart. Ex Mast.
P. setulosa Killip
P. speciosa Gardner
P. subrotunda Mast.
P. tenuifila Killip

P. variolata Poepp. E Endl.

BRS céu do cerrado
BRS estrela do cerrado
BRS gigante amarelo
BRS maracuja jabuticaba
BRS mel do cerrado
BRS pérola do cerrado
BRS rosa purpura
BRS roseflora
BRS rubi do cerrado
BRS rubiflora
BRS sol do cerrado
BRS vitta

Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Passiflora
Variedade
Variedade
Variedade
Variedade
Variedade
Variedade
Variedade
Variedade
Variedade
Variedade
Variedade
Variedade
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Figura 10. Gréafico de barras obtido pela analise bayesiana, revelando dois pool génico (K) identificados pela analise (k=2). Os nimeros na
horizontal correspondem aos 178 acessos de espécies do género Passiflora, destacando o0s subgéneros e variedades.
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CONCLUSAO GERAL

Os resultados obtidos com base em pesquisas de publicagdes cientificas apontaram
diversor estudos acerca do género Passiflora, porém muita da diversidade desse género é
escassa de estudos. As informagdes geradas contribuem para proposicao e conducdo de novos

estudos genético-moleculares associados ao género Passiflora.

A selecdo previa do iniciador a ser utilizado em estudo é de extrema importancia,
influenciando diretamente na qualidade das analies. Tendo em vista essa questdo, a sele¢do e
caracterizacao dos iniciadores RGA revelaram resultados satisfatorios nas amplificagfes com
espécies do género Passiflora, podendo ser amplarmente ultilizado em estudo intra e

interespecifico e gerar informacdes interessantes no &mbito do melhoramento genético.

Nas andlises de caracterizacdo da diversidade e estrutura genética os resultados
foram obtidos mediante a utilizagdo de iniciadores RGA. Avalia¢des quanto ao polimorfismo
desse iniciador, revelou um percentual de 100%. As espécies analisadas foram organizadas de
acordo com 0s subgéneros aos quais pertecem e um grupo com variedades. Andlises de
coordenas principais e de Variancia Molecular revelaram ampla distribuicdo dos subgéneros e
variedades. As analises do Structura revelaram que as espécies estudadas estdo estruturadas.

Os resultados obtidos contribuem com o conhecimento genético-molecular do género

Passiflora, o que pode auxiliar nas estratégias aplicadas ao manejo e conservacao da espécie.
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