J v 1)
ADPLENAM VITAM
v ¥ U

UNIVERSIDADE ESTADUAL DO SUDOESTE DA BAHIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS AMBIENTAIS

Diversidade e estrutura genética em acessos de maracujazeiros
(Passiflora spp.) por meio de Regides Analogas a Genes de
Resisténcia

Thayse Karollyne dos Santos Fonséca

Itapetinga-Bahia
Maio — 2019



UNIVERSIDADE ESTADUAL DO SUDOESTE DA BAHIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS AMBIENTAIS

Diversidade e estrutura genética em acessos de maracujazeiros
(Passiflora spp.) por meio de Regides Analogas a Genes de
Resisténcia

Autora: Thayse Karollyne dos Santos Fonséca
Orientador: Prof. Dr. Carlos Bernard Moreno Cerqueira Silva
Co-Orientadora: Profé. Dr2 Elisa Susilene Lisboa dos Santos

“Dissertacdo apresentada como parte das exigéncias para
obtencdo do titulo de MESTRE EM CIENCIAS
AMBIENTAIS, no Programa de Pds-Graduacdo Stricto
Sensu em Ciéncias Ambientais da Universidade Estadual
do Sudoeste da Bahia - Area de concentracdo: Meio
Ambiente e Desenvolvimento”

Itapetinga-Bahia
Maio — 2019



Além da opuléncia das boas colheitas

Do género passiflora de tudo aproveita.

Das raizes profundas as folhas derradeiras
Porque € nutritiva, cosmética e milagreira.
Ninguém sabe contar a origem desta planta
Milénios se passaram como 0 vento que canta.
E o0 maracuja se espalha em contorcidas rotas.

Sofrendo mutacdes desde épocas remotas.

Capitulo 13, IV Reunido Tecnica de pesquisa em Maracujazeiros
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RESUMO

O género Passiflora compde aproximadamente 600 espécies descritas na familia
Passifloraceae e sua diversidade tem destaque na Colémbia e no Brasil que séo considerados
centros de diversidade para o género. O conhecimento acerca da diversidade genética é
fundamental para a conservacdo de qualquer espécie e também para 0s maracujazeiros, esse
conhecimento fornece subsidios essenciais para a conservacdo e para o melhoramento
genético. O género Passiflora possui uma ampla variabilidade genética intra e interespecifica
a ser explorado. Neste contexto, espécies silvestres sdo potencialmente favoraveis para
diversificar os sistemas de producdo, além de fornecerem genes Uteis ao melhoramento das
atuais espécies cultivadas. Dessa forma, objetivou-se caracterizar acessos de Passiflora
presentes em Bancos Ativos de Germoplasma (BAGs) utilizando marcadores moleculares
analogos a genes de resisténcia em 55 plantas, representando 35 acessos de quatro espécies -
P. alata, P. setaceae, P. maliformes e P. quadrangularis oriundos do Centro de Pesquisa
Agropecuéria do Cerrados (CPAC), Embrapa Cerrados, Brasilia, DF, e da Embrapa Mandioca
e Fruticultura,Cruz das Almas-BA. Esses foram genotipados com até onze combinacGes de
iniciadores que acessam RGAs. As analises descritivas demonstraram elevada percentagem de
marcas polimérficas variando de 84,4% para P. quadrangularis a 92,5% para P. maliformes e
a identificacdo de alelos exclusivos perfizeram um total de 4 alelos privados presentes nos
acessos: trés da Embrapa Mandioca e Fruticultura e um da Embrapa Cerrados, indicando alta
variabilidade genética existente na maioria dos acessos de Passiflora spp. A média da
Heterozigosidade esperada e o Contetido de Informacdo Polimérfica foram de 0,00 a 0,46 e de
0,00 a 0,36. A média do indice de Shannon foi de 0,44 variando de 0,40 a 0,48. Na anélise
bayesiana interespecifica houve separagdo dos acessos em dois grupos principais, onde P.
alata formou o primeiro grupo e as demais espécies silvestres de Passiflora spp. formaram o
segundo grupo. Os grupos foram identificados pela origem dos BAGs, o PCoA permitiu uma
ampla distribuicdo dos genotipos identificando dois grupos de acordo as origens de BAGs
onde foram coletadas. A diversidade genética apresentada evidencia regides que sao
conservadas nas quatro especies.

Palavras-chave: Marcadores moleculares, diversidade genética; RGA



ABSTRACT

The genus Passiflora is composed of approximately 600 species described in the family
Passifloraceae and its diversity is prominent in Colombia and Brazil, which are considered
centers of diversity for the genus. Knowledge about genetic diversity is fundamental for the
conservation of any species and also for passion fruit, this knowledge provides essential
subsidies for conservation and genetic improvement. The genus Passiflora has a wide intra
and interspecific genetic variability to be explored. In this context, wild species are potentially
favorable for diversifying production systems, as well as providing useful genes for the
improvement of cultivated species. Thus, we aimed to characterize Passiflora accessions
present in Active Germplasm Banks (BAGS) using resistance-like molecular markers in 55
plants, displaying 35 accessions of four species - P. alata, P. setaceae, P. maliformes and P.
quadrangularis from the Cerrados Agricultural Research Center (CPAC), Embrapa Cerrados,
Brasilia, DF, and from Embrapa Cassava and Fruit, Cruz das Almas-BA. These have been
genotyped with up to a combination of beginners accessing RGAs. Descriptive statistics show
a high percentage of polymorphic marks ranging from 84.4% for P. quadrangularis to 92.5%
for P. maliformes and identification of exclusive alleles pierced by a total of 4 particular
alleles present in the accessories: three from Embrapa Cassava and Fruit and one from
Embrapa Cerrados, presented high genetic variability existing in most accessions to
Passiflora spp. The expected average heterozygosity and polymorphic information content
were from 0.00 to 0.46 and from 0.00 to 0.36. The average Shannon index was 0.44 ranging
from 0.40 to 0.48. In the interspecific Bayesian analysis there was variation of accessions in
two main groups, where P. alata formed the first group and the other wild species of
Passiflora spp. formed the second group. The groups were created by the origin of the BAGs,
or PCoA allowed a wide distribution of genotypes by identifying two groups according to the
origins of the BAGs where they were collected. Genetic diversity Receive evidence of regions
that are conserved in four species.

Keywords: Molecular markers, genetic diversity; RGA



INTRODUCAO GERAL

O género Passiflora é o maior da familia Passifloraceae, com aproximadamente 600
espécies conhecidas (Meletti et al., 2005; Yockteng et al., 2011). A maior diversidade é
encontrada na Colémbia e no Brasil com mais de 170 e 150 espécies de Passiflora,
respectivamente (Ferreira et. al., 1991; Ocampo et. al, 2010; Bernacci et al., 2015).

O Brasil ¢ o maior produtor e consumidor mundial de maracujas (Gongalves; Souza,
2006). Sua principal relevancia econdmica decorre de sua comercializagdo no mercado de
frutos in natura ou na producéo do suco, e na producdo de fitoterapicos (Faleiro et al., 2006;
Faleiro et al., 2008). A principal espécie cultivada € P. edulis, conhecida popularmente como
maracuja azedo ou maracuja amarelo (Matta, 2005; Bellon et. al., 2007). A segunda mais
cultivada é P. alata, conhecida como maracuja doce e utilizada sobretudo no consumo in
natura (Junqueira et al., 2005; Peixoto, 2005).

Na Coldmbia, o cultivo comercial se da a partir de seis espécies de maracuja: P. edulis
Sims., P. edulis f. edulis Sims. (gulupa, maracuja roxo), P. ligularis A. Juss, P. maliformis L.,
P. tripartita (Juss.) Poir. (curuba, tumbo) e P. quadrangularis L, sendo a espécie P. ligularis
A. Juss. (popularmente denomidada de granadilla) a mais relevante (Oliveira et. al., 2017).

A cultura do maracujazeiro é apontada como uma alternativa agricola para produtores
de agricultura familiar pelo rapido retorno econdmico (Meletti, 2011). Esta possui também
uma ampla variabilidade genética a ser explorada, tanto no setor alimenticio, medicinal e
ornamental, com potencial para a comercializacdo e para o avanco de programas de
melhoramento genético (Meletti et al., 2000; Faleiro, 2005).

Apesar do elevado potencial econdmico e social de maracujazeiros, ha poucos estudos
sobre sua caracterizacdo genética, em grande parte das espécies silvestres. O estudo de
diversidade genética é base fundamental para o avango de programas de melhoramento
(Barbosa, 2016). O uso de marcadores moleculares € uma ferramenta eficiente na detecgdo do
polimorfismo de DNA e amplamente utilizada em estudos ecoldgicos, filogenéticos,
filogeogréaficos e de genética populacional (Ferreira; Grattapaglia, 1998; Ferreira, 2001). O

conhecimento da variabilidade genética fornece informac6es quanto a resisténcia das plantas a



patdgenos, indicando exemplares promissores para cultivo, além de nortear estratégias para
conservacao (Meletti et al., 2005).

As espécies silvestres de Passiflora apresentam grande potencial para uso em
programas de melhoramento genético. Esse fato se deve a genes de interesse como:
resisténcia a pragas e doencas, maior longevidade, periodo amplo de florescimento e maior
adaptacdo a condicOes climaticas adversas nestes espécimes (Junqueira et. al., 2005; Meletti et
al., 2005; Peixoto, 2005), em que todas essas caracteristicas sdo objeto de pesquisa dos
melhoristas que buscam obter cultivares mais produtivas e resistentes por meio de genes
expressos em especies silvestres (Junqueira et. al, 2005; Fonseca, 2008; Faleiro; Jungueira
2009, Fuhrmann, 2011).

Tendo em vista o grande potencial a ser explorado no género Passiflora, estudos
prévios como avaliacdo e caracterizacdo da variabilidade genética faz se necessario como
base para estudos futuros, sendo estes essenciais na caracterizacao de genotipos de interesse
(Ganga et al., 2004).

Diante da importancia econémica do maracuja, objetivou-se caracterizar a diversidade
genética em acessos de Passiflora sp. mantidos em Bancos de Germoplasma (BAG). Para
melhor apresentacdo dos resultados obtidos, a presente dissertagdo foi estruturada em
capitulo, antecedido de resumo, introducdo geral e referencial bibliografico. O capitulo | foi
intitulado “Estimativas de diversidade e estrutura genética em maracujazeiros (Passiflora sp.)
por meio de marcadores analogos a genes de resisténcia”, conforme normas estabelecidas pelo
Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncias Ambientais (PPGCA) da Universidade Estadual do

Sudoeste da Bahia/Campus de Itapetinga.



REVISAO BIBLIOGRAFICA

Género Passiflora

O género Passiflora, pertence a familia Passifloraceae, é 0 mais representativo da
familia com aproximadamente 96% das espécies distribuidas nas Ameéricas (Ulmer;
Macdougal, 2004; Cervi; Imig, 2013). As espécies de Passiflora também podem ser
encontradas na India, na China, no Sudeste Asiético, na Australia, nas ilhas do Pacifico e nas
regides vizinhas. A exemplo pode-se citar P. aurantia, P. cinnabarina, P. herbertiana, P.
cupiformis, P. henryi, P. jugorum, P. moluccana e P. siamica. O Brasil e a Coldmbia sdo os
paises representantes, com o maior numero de espécies. Portanto, sdo considerados como 0s
maiores centros de diversidade, uma vez que 30% das espécies do género Passiflora séo
encontradas nesses paises, 150 no Brasil e 170 na Coldmbia, em que das espécies presentes,
cerca de 89 sdo endémicas do Brasil (Fajardo et. al., 1998; Viana, et. al., 2003; Ocampo et. al.,
2010; Bernacci et. al., 2015).

Os maracujazeiros sdo plantas trepadeiras herbaceas ou arbustivas, raramente eretas
(Nunes, Queiroz, 2006; Souza, Lorenzi, 2008). Sdo espécies alégamas e com auto-
incompatibilidade, o que leva ao aumento de grau de heterozigose, necessitando de agentes
polinizadores para o sucesso produtivo (Vanderplank, 2000; Cunha, 2013). Possuem caule
cilindrico ou quadrangular, ramificado, anguloso, suberificado, glabro ou piloso
(Vanderplank, 2000). As folhas podem ser alternadas, simples ou compostas, inteiras ou
lobadas e de forma versatil, com margem inteira ou serrilhada (Souza; Lorenzi, 2008). Em sua
maioria, apresentam glandulas nectariferas, no peciolo, na margem da bractea ou na parte
dorsal da folha (Feuillet; Macdougal, 2007; Nunes; Queiroz, 2007; Cervi et al., 2010). A
existéncia de bracteas é uma caracteristica relevante para a caracterizagdo taxonomica na
maioria das espécies, com exce¢do de algumas do subgénero Decaloba. Aspectos como
posicdo, tamanho e formato das bracteas sdo consideraveis para a separacdo taxondmica de

géneros (Vanderplank, 2000).



As flores do maracujazeiro sdo hermafroditas, cujas formas e cores podem variar do
branco a vermelho intenso. Tém simetria radial com o célice tubuloso herbaceo ou
subcarnoso, e cinco sepalas (Ulmer e Macdougal, 2004) A corola apresenta cinco pétalas
membranaceas, alternadas a sépalas. A corona geralmente é colorida e soldada ao
androgin6foro, que se apresentam elevados (Vanderplank, 2000; Cunha, et. al., 2004; Ulmer;
Macdougal, 2004). O androceu, em geral € formado por cinco anteras, e o gineceu, formado
por um ovario supero, geralmente afiliado no apice, e, apresenta trés estiletes. O ovario
localiza-se no topo do androginéforo, contendo de 20 a 200 6vulos (Cunha et. al., 2004).

Os frutos comumente séo bagas indeiscentes ou capsulas deiscentes de forma ovoide ou
globosa e variam de coloragdo amarela, vermelha ou roxa, e, a sua formagéo depende de uma
polinizacdo eficiente. As sementes apresentam forma oval, sendo extensas e abundantes
(Vanderplank, 2000; Ulmer e Macdougal, 2004). A casca tem textura coridcea, quebradica e
lisa, a qual protege as sementes envolvidas pelo mesocarpo (Bernacci et al., 2008; Nunes;
Queiroz, 2007).

Aspectos econdmicos da cultura do maracujazeiro

Diante de varios usos atribuido ao género, as diferentes espécies do maracuja tém
recebido destaque na fruticultura tropical nos Gltimos 30 anos. A familia é cultivada em todos
os estados do territorio nacional, por isso € o maior produtor para consumo local (Meletti et.
al, 1996; Vasconcellos et al., 2001; Brignani, 2002; Goncalves, Souza, 2006; Meletti et. al,
2010). A producdo de maracuja no Brasil em 2017 foi de 824.000 toneladas em 57.000
hectares de area cultivada. A maior regido produtora de maracujazeiro no Brasil € o Nordeste,
sendo a Bahia o estado mais produtivo (IBGE, 2016; AGRIANUAL, 2017). O cultivo das
passifloras exerce um papel socioecondmico importante, pois além da geracdo de empregos
no campo, também aquece a economia com a venda dos insumos para a agroindudstria
(Faleiro; Junqueira, 2016). As variedades de maracuja sdo alternativas para fruticultores que
buscam opgoes diferentes de mercado, garantindo renda para todo o ano (Oliveira, et. al,
2017).

No Brasil, as espécies com maior valor comercial sdo a P. edulis (maracuja-azedo) e a
P. alata Curtis (maracuja-doce) (Vasconcellos et al., 2001; Faleiro, et. al. 2005; Fraife Filho
et. al., 2011). P. edulis é a mais conhecida, cultivada e comercializada devido a qualidade de
seus frutos e maior rendimento industrial (Faleiro, et. al, 2005), cuja abrangéncia cobre mais

de 90% dos pomares brasileiros de maracuji e sua producdo anual j& alcanca



aproximadamente 1 mi. ton. ano - (Faleiro, Junqueira, 2016; Oliveira, et. al., 2017). P. alata
é originéria da Mata Atlantica e sua comercializacdo € exclusiva para consumo in natura e
uso na industria farmacéutica, sendo esta espécie uma alternativa de renda para 0s pequenos
produtores (Montero, 2017).

As espécies do género Passiflora se destacam pelas propriedades alimenticias,
ornamentais e medicinais, mas, sobretudo pela qualidade de seus frutos (Souza; Meletti, 1997
Tocchini et al., 1995). Além da possibilidade de utilizacdo in natura, sdo recomendados na
producdo de sucos, refrescos, doces, sorvetes etc. A casca do maracuja constitui boa matéria-
prima para producdo de doce em calda (Oliveira et al., 2002; Costa, et al, 2008) e barras de
cereais (Urbano, 2003). J& o 6leo extraido das sementes, pode ser aproveitado na alimentacao
humana, animal e industria cosmética, e o farelo resultante da extracdo do 6leo € rico em
proteinas e carboidratos e exibe elevado teor de fibras (Ferrari et al., 2004).

No que se refere 0 aspecto medicinal em espécies silvestres e comerciais de maracuja,
suas folhas, flores, raizes e frutos extraidos sdo usados para combater diversas enfermidades.
Existem registros para as espécies P. sidifolia, P. bahiensis, P. coccinea, P. vitifolia e P.
incarnata, as quais sdo ricas em flavonoides apresentando atividade ansiolitica, sedativa e
analgésica (Sakalem et al., 2012). Seu uso também se refere aos fitoconstituintes de P. edulis
e P. incarnata (Patel et al., 2011). Outras propriedades também sdo concedidas a espécie P.
mucronata Lam., como a sua utilidade medicinal sedativa e seu uso popular para insonia,
calmante, vermes e hemorroidas (Boscolo; Valle, 2008). P. alata Curtis é empregada em
preparacdes farmacéuticas como infusdes e comprimidos sozinha ou em associagdo com P.
edulis e P. incarnata (Mendez et al., 2011), na qual é para tratamentos da ansiedade,
espasmos e nervosismo (Soares et al., 2004). Ja P. foetida L. é utilizada por inteira no uso
terapéutico medicinal, na forma fresca ou desidratada (Rasool et al., 2011).

Considerando o uso ornamental, as passifloras se destacam pela beleza caracteristica de
suas flores com formato e cores diversas, revelando grande potencial para o agronegécio de
plantas ornamentais. J& foram apontados mais de 685 hibridos com uso ornamental exibindo
flores para todos os estilos e ambientes (Vanderplank et al., 2003; Peixoto, 2005; Faleiro et
al., 2007; Junqueira et al., 2008; Abreu et al., 2009; Santos et al., 2012).

Quanto a exportagdo, o Brasil apresenta nimeros relativamente pequenos devido a
elevada demanda do mercado interno, que absorve quase o total da producdo, como frutos
para suco e polpas. O pouco que o pais exporta é representado pelos sucos concentrados,

cuja comercializagdo é por meio de paises como a Holanda, Estados Unidos, Porto Rico,



Japdo e Alemanha, os quais importam 76% do suco concentrado produzido no Brasil
(Meletti, 2011, Pires, 2011). Contudo, a produtividade média dos pomares brasileiros de
maracuja ndo expressa o potencial produtivo. Vérios fatores contribuem para tal, como a
coleta extrativista em populacbes naturais em que o tamanho e a qualidade da producéo é
variavel. Além disso, por falta de controle e conhecimento dos cultivos comerciais, muitas
plantas apresentam patdgenos de resisténcia os quais trazem consigo a perda de safras
(Anselmo; Junqueira, 1997; Stenzel; Sera, 1999; Lima; Borges, 2002; Junqueira et al, 2003,
Meletti, 2010).

Para aumento da produtividade, algumas caracteristicas devem atender para fins de
melhoramento, como o desenvolvimento de variedades de maracujazeiro com peso e boa
qualidade de frutos, menor espessura de casca, alto teor de solidos sollveis e tolerancia as
principais pragas e doencas. Assim, assegurando a oferta do produto para comercializacdo
(Viana et. al, 2004, Oliveira, 2006).

Colecdes e bancos de germoplasma

Os Bancos de Germoplasma sdo ferramentas de conservacdo dos recursos genéticos
vegetais ex situ. A avaliacdo da diversidade genética entre os acessos de um banco de
germoplasma € necessaria para o seu efetivo uso, pois resultam em dados sobre possiveis
genitores a serem utilizados em programas de melhoramento, além da identificacdo de acessos
duplicados e o intercdmbio de germoplasma entre pesquisadores (Costa et. al, 2011; Freitas,
2011).

Os paises que tiveram maior desenvolvimento nos acervos de germoplasma de
Passiflora foram o Brasil, a Colémbia, o Equador e o Peru. O principal uso do banco de
germoplasma do género Passiflora, além de salvaguardar a variabilidade genética das
espeécies, se refere a aquisicdo de variedades para producdo de frutos de maracuja, em que
essas envolvem as formas azeda ou acida e a doce de baixa acidez (Faleiro et. al., 2006).

No Brasil, a manutengdo de germoplasma tem sido feita em BAGs (Bancos Ativos de
germoplasma), a maioria deles instaladas e mantidas por instituicdes pablicas de pesquisa. Os
principais BAGs nacionais de Passifloras estdo localizados na UNESP, em Jaboticabal (SP);
no Instituto Agrondmico, em Campinas (SP); no IAPAR, em Londrina (PR); na Embrapa
Cerrados/UnB, em Planaltina (DF); na Embrapa Mandioca e Fruticultura, em Cruz das Almas
(BA), na UESB, em Vitoria da Conquista (BA) e no Instituto Plantarum, em Nova Odessa
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(SP) em que todos os BAGs enfrentam a dificuldade na sua manutencdo devido a escassez de
recursos (Meletti, et. al., 2005).

A conservacdo de germoplasma de Passiflora em sua maioria é feita por meio de
colecdes de plantas no campo em telados ou em casas de vegetacdo (Nick et al., 2010). O
armazenamento pode ser mantido através da germinacdo de sementes, substituindo as plantas
de cada acesso que forem perdidas, por diversas causas naturais ou por pragas e doencas; pela
propagacdo de estacas, conservadas em forma de clone, esta é uma forma mais restrita de
diversidade, pois todos os individuos de um mesmo acesso (clone) sdo geneticamente
idénticos. Também h& outras estratégias como a criopreservacdo (em nitrogénio liquido),
conservacao in vitro (cultura de tecidos).

A criopreservacdo € eficiente e pratica no sentido de conservar a longo prazo o0s
recursos filogenéticos, sobretudo acerca de espécies que possuem sementes recalcitrantes ou
intermediérias (Santos, 2000). As técnicas de micropropagagdo possibilitam a propagacdo
rapida e em larga escala de mudas com alta qualidade fitossanitaria e genética (Dal Vesco et
al., 2001; Dias et al., 2014). Nessas circunstancias, os protocolos de conservacdo devem ser
otimizados e ajustados, de acordo com as caracteristicas de cada espécie (Faleiro; Junqueira,
2016).

A principal dificuldade de manutencdo dos BAGs € no controle de patdgenos, visto que
muitas espécies de banco se encontram em condi¢6es diferentes de seu ambiente natural, quer
seja em forma de sementes, mudas ou in vitro (Meletti et. al 2007). Ainda ha muito a ser
estudado quanto a germinacdo e ao armazenamento de espécies de diferentes espécies de
maracujazeiro (Faleiro, et, al, 2017). Além disso, é importante que ocorra a introducdo de

NOVOS acessos para o enriquecimento e manutencdo dos BAGs.

Diversidade genética

A diversidade geneética se refere a toda variacdo bioldgica hereditaria acumulada
durante o processo evolutivo, ocorre por migracdo, especiagdo e por mutagdes nas
sequéncias nucleotidicas do DNA (Santos et. al., 2009; Turchetto-zolet et. al., 2013). Esta
variacdo pode ocorrer por pleiotropia ou por epistasia, cujos fendbmenos génicos podem
ocorrer entre e dentro das espécies dos diferentes organismos. O conhecimento da
diversidade genética nos niveis intra e interespecificos, dos pontos de vista genotipico e

fenotipico, é essencial para o conhecimento da biodiversidade (Santos, et. al. 2009).
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Sao vérios os aspectos que influenciam na disposicdo da variabilidade genética em
espécies vegetais, dentre esses, podem-se citar os fatores evolutivos, ecoldgicos e geogréficos
(Rao; Hodgkin, 2002; Smithson, 2006; Vieira et al., 2012). Em muitas espécies nativas é
comum o comportamento ecologico de metapopulacao, cuja diversidade pode ser observada
entre individuos de populagGes isoladas por fragmentacao de habitats (Rao; Rodgkin, 2002).

A diversidade genética pode ser mensurada através de descritores de variabilidade, tais
como: descritores morfoldgicos, agrondmico, enzimaticos (bioquimicos) e moleculares
(Mohammadi; Prasanna, 2003; Vicente, 2005; Cruz; Carneiro, 2006).

Os descritores morfoldgicos sdo baseados em caracteres de facil detec¢do e mensuracao,
com pouca influéncia do ambiente (Paiva et. al., 2014). Esta é¢ a forma mais acessivel e mais
utilizada para caracterizar a diversidade genética dos recursos vegetais mantidos em Bancos
de Germoplasma (BAG) (Daros et al., 2002). Entretanto, essa caracterizacdo morfolégica é
considerada limitada por utilizar descritores baseados em poucos caracteres, podendo muitas
vezes, ndo distinguir corretamente os genotipos elite (Smith; Smith, 1992; Pecchioni et al.,
1996).

Os descritores agronémicos consistem fundamentalmente de caracteres com baixa
herdabilidade, concebem de forma preliminar a adaptacdo e o potencial produtivo dos
genotipos, pondo em evidencia 0s mais promissores indicados para recomendacédo direta ao
produtor e/ou utilizacdo em programas de hibridacdes (Fukuda; Guevara, 1998). Esses
descritores apesar de mais robustos e contributivos, sofrem maior influéncia ambiental e,
portanto, necessitam de repetibilidade (Cruz et al., 2011).

Os descritores bioquimicos sdo baseados em proteinas e enzimas, requer baixos custos e
é de féacil execucdo, no entretanto, proporciona pequena cobertura do genoma (Borém, 1997,
Ferreira; Grattapaglia, 1998). O desenvolvimento das técnicas de marcadores de DNA trouxe
novos avancos para o melhoramento genético vegetal. Os marcadores moleculares sdo
segmentos de DNA que estdo fisicamente ligados a locos que determinam caracteristicas de
interesse (Toppa; Jadoski, 2013) e, se destacam pelo grande potencial na obtencdo de dados
genéticos das espécies (Gasques et. al., 2013). Os estudos moleculares permitem avaliar a
diversidade genética diretamente a nivel de DNA, livre de influéncias ambientais ou do
estagio de desenvolvimento do organismo estudado (Lacerda et al., 2002).

O género Passiflora tém distribuicdo abrangente nos diferentes biomas tropicais.
Todavia, os dados de diversidade intra e interespecifica sdo limitados. Estimativas de

publicacdo cientifica indicam que apenas 15% dos estudos de caracterizagdo de diversidade
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genética de maracujazeiros sdo baseados em marcadores moleculares (Cerqueira-Silva et al.,
2014a). Estudos mais detalhados e precisos acerca da diversidade genética de maracujazeiros
sdo fundamentais para o desenvolvimento de linhagens nos sistemas de produgdo como
opcdes complementares ao maracujazeiro-doce, em busca de genes de espécies silvestres uteis
ao melhoramento das atuais espécies cultivadas no Brasil, como P. edulis e P. alata (Cunha,
1998; Faleiro et. al, 2005).

Estudos genéticos em populacdes naturais buscam avaliar como a variabilidade genética
estd difundida no tempo e no espaco, sua dispersao dentro e entre populacbes, permitindo
melhor concepcdo de como a selegéo atua em fungédo da adaptabilidade (Estopa et al., 2006).
Esse entendimento é essencial para uso em programas de conservacdo e melhoramento,
colaborando na compreensdo da taxonomia, origem e evolucdo de espécies de plantas de
interesse biologico e econdémico (Rao; Hodgkin, 2002).

As atividades de pré-melhoramento, como o conhecimento de genes potencialmente
Uteis de espécies silvestres e sua incorporacao em variedades comerciais, sdo importantes para
subsidiar a utilizacdo pratica dos recursos genéticos e ampliar a base genética dos programas
de melhoramento, visando a selecdo de genotipos de maracuja-azedo e maracuja doce mais
produtivos, mais resistentes a doengas e com melhor qualidade fisica e quimica dos frutos
(Faleiro et al., 2011).

Aplicacdo de marcadores moleculares para a caracterizagdo da diversidade de
passiflora

O uso de técnicas moleculares relacionadas a caracterizagdo da variabilidade genética
tem avancado exponencialmente nas Ultimas décadas, especialmente com o uso de
marcadores moleculares (Pereira et al., 2005). Marcador molecular pode ser classificado
como qualquer fenétipo molecular oriundo de um gene expresso ou de um segmento
especifico de DNA capazes de detectar o polimorfismo genético dos individuos relacionados.
(Ferreira; Grattapaglia, 1998).

O crescente desenvolvimento de equipamentos automatizados e da bioinformatica tem
beneficiado a geragdo de uma quantidade ilimitada de marcadores moleculares,
potencializando sua inclusdo em programas de melhoramento genético (Pereira et al., 2005;
Semagn et. al., 2006). Os marcadores de DNA baseiam-se na analise de diferengas em

pequenas sequéncias de DNA entre individuos. As técnicas utilizadas sdo diversas e ddo nome
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aos diferentes tipos de marcadores, que podem ser dominantes ou codominantes (Karp;
Edwards, 1998).

Os marcadores codominantes possibilitam diferenciar individuos homozigotos e
heterozigotos, o que ndo é possivel com marcadores dominantes, para 0s quais apenas é
possivel identificar a presenca ou auséncia de um determinado alelo (Turchetto-zolet, et al.,
2017). Sao marcadores moleculares codominantes: 0s isoenzimaticos ou bioquimicos e 0s
microssatélites, a exemplo dos SNPs (Single Nucleotide Polymorphism), SSR (Simple
Sequence Repeats), RFLPs (Restriction Fragment Length Polymorphism).

Entre os marcadores com expressdo dominante podem se citar, a exemplos, 0 RAPD
(Random Amplified Polymorphic DNA), AFLP (Amlified Fragment Length Polymorphism),
ISSR (Inter Simple Sequence Repeat), e os marcadores RGA (Resistance Gene Analogs) em
amplificacdo em cadeia de polimerase via PCR (Polymerase Chain Reaction) (Reddy et al.,
2002; Oliveira et al., 2008; Lopez et. al., 2003).

As técnicas para estudos com marcadores moleculares tém sido aprimoradas com 0s
progressos das metodologias que permitem a identificacdo de marcadores em escala
genémica. Assim como o surgimento de diversas plataformas de sequenciamento de alto
desempenho (plataformas de Next Generation Sequencing — NGS) (Turchetto-zolet, et al.,
2017). Estas novas abordagens sdo uma combinacdo das caracteristicas vantajosas de diversas
técnicas bésicas. Dentre as técnicas estdo a metodologia para aumentar a sensibilidade e
resolucdo na identificacdo de ajustes e genotipagem (Abdelkrim et al., 2009; Castoe et al.,
2010; Csencsics et. al., 2010; Silva et al., 2013; Turchetto-zolet, et al., 2017). A exemplo de
ajustes metodoldgicos esta a técnica NGS, usada no sequenciamento do genoma de P. edulis
na qual detectou altos niveis de polimorfismo (Salas, 2016).

A escolha do marcador molecular depende de sua reprodutibilidade, simplicidade e
custo (Borém; Caixeta, 2009). As principais vantagens do uso de marcadores moleculares em
plantas sdo: ndo sofrer interferéncia do ambiente, detectar altos indices de polimorfismos e
ndo necessita de conhecimento prévio do genoma (Resende et. al., 2014). As principais
aplicacdes para marcadores moleculares para a familia Passifloraceae sdo destacadas por
Cerqueira-Silva et al. (2014a, b) e Faleiro (2007) sendo: A estimativa da diversidade genética
intraespecifica e interespecifica; a determinacdo de relacdes evolutivas e classificacdes
filogenéticas; e a identificacdo, caracterizacdo e mapeamento de genes. Essas aplicacdes
podem colaborar para a caracterizagdo, conservagédo e uso da biodiversidade. Trabalhos acerca

da variabilidade genética de maracujazeiros mediante ferramentas moleculares foram
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realizados nos ultimos anos, a exemplos do uso de RAPD (Viana et. al, 2003; Faleiro et al,
2005; Bellon et al., 2005; Cerqueira-Silva et al, 2010; Bellon, 2014), de AFLP (Devos et al,
2004; Ortiz, et al 2011), de SSR (Reis et al, 2011; Araujo, 2018), de ISSR (Costa, 2010;
Santos et. al. 2011; Pereira, 2012a), e de RGA (Paula, 2010; Pereira, 2012; Pereira, 2012b;
Barbosa, 2016; Souza, 2018).

Marcadores RGA (Resistance Gene Analog)

Os marcadores RGA (Resistence Gene Analogs) sao classificados como marcadores do
tipo dominante e sdo marcadores associados a genes de resisténcia (Laperuta, 2011). Os
RGAs de plantas sdo um grande grupo de genes- R potenciais que conservaram dominios e
caracteristicas estruturais que tém papéis especificos nas interagdes hospedeiro-patdégeno
(Sekhwal et al., 2015). A clonagem de genes de resisténcia proporcionou o desenvolvimento
desta classe de marcadores no qual contribui efetivamente para a constru¢cdo de mapas
genéticos e selecdo assistida em programas de melhoramento genético vegetal (Hammond-
Kosack; Jones, 1997; Tullu et al., 2006).

Essa classe de marcadores associados a genes analogos de resisténcia, acessa areas do
genoma que séo filogeneticamente conservadas e que estdo presentes em plantas envolvendo
repeticdes ricas em leucina (LRR), sitios de ligacdo a nucleotideos (NBS), estruturas
complexas de NBS-LRR e proteinas quinases (Staskawicz et al., 1995; Hammond-Hosack;
Jones, 1997). Estes genes atribuem resisténcia contra varios patdgenos e tém sido isolados de
diversas espécies de plantas. Foram identificados em torno de 50 genes NBS-LRR em mamao
(Carica papaya L.) e em pepino (Cucumis sativus L.) (Porter et al., 2009, Wan et al., 2013),
enguanto em Arabidopsis thaliana (L.) foram identificados 159 (Guo et al., 2011).

Marcadores RGAs podem ser relevantes na selecdo de gendtipos de interesse,
construcdo de mapas genéticos e na identificacdo de genes de resisténcia em plantas
(Hammond-Kosack; Jones, 1997; Geffroy et al., 1999; Tullu et al., 2006). Na caracterizacéo
genética de acessos e cultivares, podem revelar alto grau de polimorfismo (Hammond-
Kosack; Jones, 1997). Nos ultimos 10 anos, por exemplo, tém-se registros que 0s RGAs
evidenciaram a caracterizacdo genética de diferentes espécies da familia Passifloraceae
(Paula, 2010; Pereira, 2012; Pereira, 2012b; Barbosa, 2016; Souza, 2018).
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RESUMO

O género Passiflora se destaca como maior representante da familia Passifloraceae
com aproximadamente 600 espécies distribuidas na América tropical, sendo sua maior
diversidade encontrada no Brasil e Colémbia. Objetivou-se estimar a diversidade e a
estrutura genética em Passiflora spp., foram extraidos 0 DNA genémico de 35 acessos de
quatro espécies — P. alata, P. setacea, P. maliformes e P. quadrangularis. As reacGes em
cadeia da polimerase foram realizadas para acessar regifes andlogas a genes de resisténcia.
O percentual de bandas polimorficas variou de 84,4% (P. quadranguaris) a 92,5% (P.
maliformes). O valor médio de heterozigosidade esperada foi de 0,28 variando de 0,00 a
0,46, o valor médio do contetido de informacédo polimérfica foi de 0,23 variando de 0,00 a
0,36. Do total de 247 alelos, 4 (1,61%) alelos privados foram identificados para todas as
espécies, sendo: trés (1,21%) na Embrapa Mandioca e Fruticultura e um com 0,40% na
Embrapa Cerrados. Quanto a Identidade e distancias de Nei, a maior divergéncia genética
foi entre P. alata e P. quadrangularis, com 10,33 e D 0,72, e, o indice de Shannon médio
variou entre 0,40 a 0,48 entre as espécies. A andlise de variancia molecular evidenciou
maior diversidade dentro dos acessos com 67%, entre acessos obteve 33%. Na analise
interespecifica, a inferéncia Bayesiana indica dois pools génicos, um grupo se refere aos
genotipos de P. alata e outro as demais espécies silvestres Passiflora spp. O dendograma
permitiu a separacdo dos genoétipos em sete grupos. O PCoA proporcionou uma ampla
distribuicdo dos gendtipos. A associagdo das andlises Bayesiana, PCOA e agrupamento

UPGMA intraespecifica permitiu identificar a similaridade entre os acessos e a distribuicéo
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em dois grupos principais para as quatro espécies. Os resultados obtidos com esta pesquisa
contribuirdo com os programas de melhoramento genético e subsidiara estratégias para o

manejo e conservacao dessas espécies mantidas em Bancos de Germoplasma.

Palavras-chave: Marcadores moleculares; Diversidade genética; RGA; BAG; maracuja.

INTRODUCAO

A familia Passifloraceae compreende aproximadamente 600 espécies, sendo cerca de
150 delas nativas do Brasil (Oliveira; Ruggiero, 2005; Nascimento, 2006). O pais € um dos
principais centros de diversidade do género Passiflora, € o mais importante da familia
Passifloraceae do ponto de vista econdémico. A cultura do maracujazeiro se destaca na
fruticultura tropical e no cenario agroindustrial como opcao de plantas cultivadas de retorno
econdmico rapido em que sua producao é realizada durante todas as esta¢fes do ano (Ledo
et al., 2006; Meletti, 2011).

As espécies de Passiflora que possuem maior importancia econémica no Brasil sdo P.
edulis Sims (maracuja-azedo) e P. alata Curtis (maracuja-doce) (Faleiro et. al., 2016). A
importancia econdmica dessas espécies é atribuida pelas industrias alimenticias, cosméticas
e farmacéuticas (Cordova et al., 2005).

Marcadores moleculares tém sido utilizados em diferentes momentos, desde a
caracterizacdo de germoplasma até as etapas finais do melhoramento genético (Ferreira;
Grattapaglia, 1998; Vieira et al., 2005; Pereira et al., 2005; Faleiro, 2007; Ferreira; Faleiro,
2008). Os cruzamentos inter e intraespecificos tem sido realizados para a associacdo de
caracteristicas de interesse (Meletti et al., 2005).

Fontes de resisténcia a patdgenos tém sido identificadas em germoplasma de espécies
cultivadas e silvestres de Passiflora. Os genes de resisténcia estdo presentes em plantas e
acessam a areas do genoma que séo filogeneticamente conservadas, denominadas “motivos”,
0s quais podem incluir proteinas ricas em leucina (LRR), sitios de ligacdo a nucleotideos
(NBS), estruturas complexas de NBS-LRR e proteinas quinases (Staskawicz et al., 1995;
Hammond-Kosack; Jones, 1997). Os fenotipos de resisténcia sdo, em sua maioria, de dificil
identificagcdo e os marcadores moleculares analogos a genes de resisténcia (RGA) podem

auxiliar na caracterizacao da diversidade e estrutura genéeticas bem como na identificacédo de
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genes de resisténcia em plantas e selecdo de genétipos de interesse (Geffroy et al., 1999;
Tullu et al., 2006).

O género Passiflora apresenta variabilidade genética a ser explorada, deste modo,
vale ressaltar a importancia da busca por espécies com caracteristicas de interesse
agrondmico como: longevidade, florada mais duradoura, maior producdo de metabdlitos
secundarios, bem como adaptacdo a condi¢Bes adversas e resisténcia a pragas e doencas
(Junqueira et al., 2005). A caracterizacdo da diversidade genética entre as espécies de
Passiflora pode indicar recursos genéticos fundamentais, como genes de especies silvestres
Uteis ao melhoramento genético de espécies cultivadas (Cunha, 1998; Faleiro et al., 2005;
Bellon, 2014). Diante do exposto, objetivou-se caracterizar a diversidade genética a partir
de 35 acessos de quatro espécies do género Passiflora — P. alata, P. setacea, P. maliformes
e P. quadrangularis mantidos em bancos de germoplasma da Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuéaria (Embrapa) utilizando marcadores moleculares Anélogos a Genes de

Resisténcia.

MATERIAL E METODOS

Coleta e extracdo de DNA

Amostra de folhas referentes quatro espécies de Passiflora - P. alata, P. setaceae, P.
maliformes e P. quadrangularis foram obtidas em dois Bancos Ativos de Germoplasma
(BAG) da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa). Um destes bancos esta
localizado no Centro de Pesquisa Agropecuaria do Cerrado (CPAC), na Embrapa Cerrados,
Brasilia, Distrito Federal, e 0 outro na Embrapa Mandioca e Fruticultura, Cruz das Almas,
Bahia.

Um total de 55 plantas de 39 acessos foi amostrado. No BAG da Embrapa Mandioca e
Fruticultura, o nimero de plantas por acesso variou de 1 a 6, de acordo a disponibilidade no
banco. Na Embrapa Cerrados sé foi possivel apenas 1 planta para cada acesso, em virtude
deste banco ser mantido em clones. Desta forma, foram coletadas folhas de 27 plantas
(correspondendo a 16 acessos) de P. alata, 12 plantas (7 acessos) de P. setaceae, 8 plantas (6

acessos) de P. maliformes e, 8 plantas (6 acessos) de P. quadrangularis.
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O DNA genbmico foi extraido a partir do protocolo Cetyl trimethylammonium
bromide descrito por Doyle & Doyle (1990). As amostras foram quantificadas em eletroforese
em gel de agarose 1% (m/v), e visualizadas em transluminador sob incidéncia de luz
ultravioleta. Para estimar a concentracdo de DNA (ng/uL) foi adotado como padrdo o
marcador de peso molecular Lambda (DNA Lambda) (Invitrogen), conforme especificagdes
do fabricante e quantificado as absorbancias em espectrofotdmetro Biodrop. Posteriormente,
foram armazenadas e transportadas ao Laboratorio de Genética Molecular Aplicada (LGMA)

na Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia (UESB), campus Itapetinga, Bahia.
Reac6es de amplificacéo

As combinacBes de pares de iniciadores que acessa regides andlogas a genes de
resisténcia (RGA) foram pré-selecionadas por Souza (2018). De posse da selecdo, utilizou-se
treze combinacdes de marcadores RGA para o presente estudo, alcancando um total de até

onze combinac@es por espécie (Tabela 1).

Tabela 1. Combinagbes de iniciadores RGA (Resistance
Genes Analog) selecionadas para uso no género Passiflora

INICIADORES SEQUENCIA5' - 3'

S1 GGTGGGGTTGGGAAGACAACG

Asl CAAGGCTAGTGGCAATCC

Asl CAAGGCTAGTGGCAATCC

As3 IAGIGCIAGIGGIAGICC

S2 GGIGGIGTIGGIAAIACIAC

Asl CAAGGCTAGTGGCAATCC

s1 GGTGGGGTTGGGAAGACAACG

As2 IAAIGCIAGIGGIAAICC

s1 GGTGGGGTTGGGAAGACAACG
NBSr1 GGTGGGGTTGGGAAGACAACGYCT
NBSf1 GGAATGGGNGGNGTNGGNAARAC

As2 IAAIGCIAGIGGIAAICC
RGALf AGTTTATTATTYSATTGCT
RGA8r CCGAAGCATAAGTTGGTG
NBSf1 GGAATGGGNGGNGTNGGNAARAC
NBSr1 GGTGGGGTTGGGAAGACAACGYCT

Asl CAAGGCTAGTGGCAATCC

As2 IAAIGCIAGIGGIAAICC
RGALf AGTTTATTATTYSATTGCT
RGA2r CACACGGTTTAAAATTCTCA
NBSf1 GGAATGGGNGGNGTNGGNAARAC

Asl CAAGGCTAGTGGCAATCC
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S2 GGIGGIGTIGGIAAIACIAC

As3 IAGIGCIAGIGGIAGICC
NBSf1 GGAATGGGNGGNGTNGGNAARAC

As3 IAGIGCIAGIGGIAGICC

Nota: I= A/T/G/C; Y=CIT

As reacOes de PCR foram realizadas com 4 uLL. de DNA a 2 ng, 1 puL de cada iniciador,
0,11 uLTaq DNA Polimerase, 1 pL do mix de dNTP, 1 puL de Cloreto de Magnésio (MgClp),
1,7 de Tampdo 10X e 6,19 de agua milli-Q, totalizando 16 uL para o volume final. Nas
reacOes de amplificacdo foram adotados para os primers RGA 0 seguinte programa:
desnaturacdo inicial por 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 a extensao final de 10 minutos a 72°C.
Todas as amplificagdes foram realizadas no LGMA da UESB.

Os produtos da amplificacdo foram visualizados a partir de corrida de eletroforese, em
gel de agarose a 2% (m/v) e tampao de corrida TBE 0,5x (Trisborate-EDTA) por 2 horas a
120V. Foi utilizado o marcador de peso molecular Ladder 1Kb plus. As marcas foram
visualizadas em transluminador sob incidéncia de luz ultravioleta e fotodocumentadas em

fotodocumentador Kodak.

Genotipagem e estimativa da diversidade genética

Os géis foram analisados e os padrdes de bandas obtidos foram considerados para
construcdo de uma tabela de dados binarios (0 ; 1). Com base nesta tabela, para cada espécie
foi realizada uma analise estatistica descritiva para todos os marcadores RGA gerados,
calculando-se o percentual de polimorfismo para cada espécie e alelos privados.

A média de heterozigosidade esperada (He) com base no equilibrio de Hardy-Weinberg
e 0 Contetdo de Informagdo Polimdrfica (PIC) foram calculados usando o programa Genes
(Cruz, 2013).

As Anélises de Coordenadas Principais (PCoA), ndice de Shannon (H’), A ldentidade e
distdncia genética de Nei (1972) e anélise de variancia molecular (AMOVA) (Excoffier et al.,
1992) utilizada para a divisao da variancia entre seus componentes hierarquicos dentro e entre
espécies, foram obtidos com o auxilio do software GenAlEx v. 6.5 (Peakall; Smouse, 2012).
A significancia foi obtida por meio de 999 permutacdes ao acaso (Bootstrap).
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Foi realizada andlises de estimativa da estrutura genética intra e interespecifica
adotando o método de inferéncia Bayesiano (baseado em valores Delta K) implementado no
software Structure (Pritchard et al. 2000). Para tal analise, considerou-se K entre 1 e 10, sendo
realizadas 10 corridas para cada valor de K, com periodo de burnin igual a 100.000
repeticdes, considerando a Cadeia de Markov Monte Carlo (MCMC) de 1.000.000. A
estimativa do numero de pools génicos (K) que melhor representam a distribuicdo da
diversidade foi realizada com o auxilio da ferramenta online Structure Harvester (Earl;
Vonholdt, 2012), utilizando o método proposto por Evanno et al. (2005).

As matrizes de similaridade foram obtidas utilizando o coeficiente de Jaccard (j), gerada
pelo programa Genes e foi realizado o método de agrupamento por pares do vizinho mais
préximo (UPGMA). A similaridade de Jaccard foi obtida pela formula:

a
L —————
"a+b+c

onde a € o nimero de casos em que ocorre a presenca de bandas em todos os individuos,
simultaneamente; b é o nUmero de casos em que ocorre a presenca de bandas somente no

individuo i, e ¢ € 0 nimero de casos em que ocorre a presenca da banda somente no individuo

J-

RESULTADOS

O numero de combinacdes de primers RGA polimorficos obtido para cada espécie foi
variavel, tendo sido utilizado 8 combinacBes para P. alata, 10 combinacdes para P.
maliformes e 11 combinacdes para P. setaceae e P. quandrangularis (Tabela 2). Foi
identificado um total de 247 marcadores para as quatro espécies avaliadas, com 64
marcadores para P. alata (média de 8 marcadores por combinacdo de primers RGA), 66
marcadores para P. setacea (6 marcadores por combinagdo), 53 marcadores para P.
maliformes (5,3 marcadores por combinacdo) e 64 marcadores para P. quadrangularis (5,8
marcadores por combinagéo) (Tabela 2).

O percentual de bandas polimdrficas (valor médio) para as quatro espécies avaliadas
variou de 84,4% (P. quadrangularis) a 92,5% (P. maliformes) (Tabela 2). P. alata e P.
setaceae apresentaram valores médios de polimorfismo de 89,1% e 89,4%, respectivamente.

Na analise em conjunto com as quatro espécies, foi possivel observar que as combinacdes de
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primers S1 + Asl; S2 + Asl; RGALf + RGAZ2r; NBSf1 + As3 amplificam RGAs
apresentando ao menos uma banda polimorfica. Além disso, as combinagfes S2 + Asl e
NBSf1 + As3 destacam-se por apresentarem numero de banda geradas iguais ou superiores a
5 por combinacéo; sendo todos os marcadores gerados 100% polimorficos (Tabela 2).

Na analise das combinagdes de primers RGAs que geraram marcadores em cada
espécie, foi possivel observar que das 13 combinagGes testadas, oito permitiram a geracdo de
marcadores polimorficos em P. alata. Para P. setaceae, das 11 combinacdes que amplificaram
RGAs, 10 foram polimorficas. Para P. maliformis, 10 combinacfes geraram marcadores
sendo nove polimérficos e, para P. quadrangularis das 11 combinagdes que geraram bandas
nove foram polimorficas. Considerando as combinagGes de primers mais informativas para
cada espécie como aquelas que geraram ao menos cinco marcadores polimorficos, foi
observado cinco combinagdes para P. alata, seis combinacGes para P. setaceae e quatro
combinagOes para P. maliformis e P. quadrangularis (Tabela 2). Estas combinagdes sdo
indicadas como prioritarias (considerando o nimero aqui testado) para detectar polimorfismos
nas espécies alvos deste estudo.

A analise descritiva de diversidade foi observada a partir dos resultados de
Heterozigozidade esperada (He), Contetido de Informacgdo Polimérfica (PIC) e indice de
Shanon (H’). O valor médio de heterozigosidade esperada (He) para as quatro espécies foi de
0,28. Os valores médios de He para cada espécie foram: 0,26 para P. alata, 0,31 para P.
setaceae, 0,26 para P. maliformes, 0,27 para P quadrangularis. O valor médio do Contetdo
de Informacdo Polimorfica (PIC) foi de 0,27 para as quatro espécies. Os valores médios de
PIC para cada espécie foram: 0,21 para P. alata, 0,25 para P. setacea, 0,23 para P. maliformes
e, 0,22 para P quadrangularis (Tabela 3).

O indice de Shannon (H”) foi obtido para cada espécie tendo sido observado a seguinte
variacdo: P. alata de 0,13 a 0,61; P. setacea: 0,34 a 0,66; P. maliformes e P. quadrangularis:
0,00 a 0,63. O valor médio de indice de sahnnon (H’) foi de 0,44 (Tabela 3).
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Tabela 2. Anélise de polimorfismo obtida a partir de combinag6es de primers RGA para genotipos de quatro espécies de Passiflora: P. alata, P.
setaceae, P. maliformis e P. quadrangularis.

P. alata P. setaceae P. maliformis P. quadrangularis
Combinagéo de N° de marcas N° bandas N° bandas N° bandas
primers RGA . . . . . . . .
Total Polimérficas (%) Total Polimorficas (%) Total Polimorficas (%) Total Polimérficas (%)
S1+ Asl 12 12 (100)* 6 6 (100)* 7 7 (100)* 3 2 (66,7)
Asl + As3 4 1(25) 4 0 4 4 (100) 4 2 (50)
S2 + Asl” 9 9 (100)* 7 7 (100)* 5 5 (100)* 8 8 (100)*
S1+As2 13 13 (100)* 9 9 (100)* X X 9 9 (100)*
S1+ Nbsrl X X 4 2 (50) 3 3(100) 2 2 (100)
Nbsfl + As2 X X 4 4 (100) 4 4 (100) 4 0(0)
RGALf + RGA8r X X 9 9 (100)* 9 9 (100)* 15 15 (100)*
NBSf1 + NBSrl X X X X 4 0 (0) 4 4 (100)
Asl + As2 X X 4 4 (100) X X X X
RGALf + RGA2r 5 1 (20) 9 9 (100)* 4 4 (100) 3 1(333)
NBSf1 + Asl 9 9 (100)* 3 2 (66,7) 4 4 (100) X X
S2 + As3 2 2 (100) X X X X 1 0(0)
NBsfl + As3" 10 10 (100)* 7 7 (100)* 9 9 (100)* 11 11 (100)*
Média X 7,1(89,1) X 5,9 (89,4) X 5,4 (92,5) X 6 (84,4)
Total 64 X 66 X 53 X 64 X

"combinacBes mais informativas na analise inter-especifica, isto é, que amplificam nas quatro espécies analisadas e que apresentaram ao menos 5 marcadores polimérficos
por espécie.
*combinagBes mais informativas na andlise intra-especifica, isto é, que apresentaram ao menos 5 bandas polimorficas para cada espécie.



Tabela 3. Analise de diversidade obtida a partir de combinacdes de primers RGA para gendtipos de quatro espécies de Passiflora: P. alata, P.
setaceae, P. maliformis e P. quadrangularis. He Heterozigosidade esperada, PIC Informacéo de Conteudo Polimdrfico, H’ indice de Shannon.

Combinaggo de P. alata P. setaceae P. maliformis P. quadrangularis

primers RGA He PIC H' He PIC H' He PIC H' He PIC H'
S1+Asl 0.21 0.18 0.35 0.31 0.26 0.49 0.31 0.25 0.48 0.33 0.25 0.46
Asl + As3 0.12 0.09 0.16 0.41 0.33 0.60 0.39 0.30 0.57 0.13 0.11 0.21
S2+ Asl 0.23 0.19 0.36 0.27 0.23 0.43 0.31 0.26 0.48 0.44 0.34 0.63
S1+As2 0.33 0.26 0.49 0.20 0.17 0.34 X X X 0.29 0.24 0.46
S1+ Nbsrl X X X 0.44 0.34 0.63 0.37 0.30 0.56 0.29 0.23 0.44
Nbsfl + As2 X X X 0.38 0.30 0.56 0.33 0.28 0.51 0.00 0.00 0.00
RGALf + RGA8r X X X 0.21 0.18 0.34 0.21 0.18 0.35 0.39 0.31 0.58
NBSf1 + NBSrl X X X X X X 0.00 0.00 0.00 0.29 0.24 0.45

Asl + As2 X X X 0.28 0.24 0.45 X X X X X X
RGAILf + RGA2r 0.09 0.07 0.13 0.30 0.24 0.46 0.44 0.34 0.63 0.11 0.09 0.17

NBSf1 + Asl 0.24 0.20 0.39 0.46 0.36 0.66 0.40 0.32 0.59 X X X
S2 + As3 0.42 0.33 0.61 X X X X X X 0.00 0.00 0.00
NBsfl + As3 0.40 0.32 0.58 0.46 0.35 0.65 0.40 0.32 0.43 0.18 0.15 0.31

Meédia 0.26 0.21 0.40 0.31 0.25 0.48 0.26 0.23 0.45 0.27 0.22 0.42
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A andlise conjunta de diversidade e estrutura genética considerando os 55 genotipos
dos 39 acessos das quatros espécies de Passiflora (P. alata, P. setaceae, P. maliformes e P.
quadrangulares) estdo apresentadas na Figura 1. Considerando a andlise Baeysiana, foi
possivel observar 2 pools génicos (K=2) como a estrutura genética mais provavel (Figura 1A).
Neste sentido, um dos pools génicos foi representado exclusivamente por genotipos de P.
alata, ao passo que o outro pool incluiu as trés espécies silvestres (P. setaceae, P. maliformes
e P. quadrangularis) (Figura 1B). A analise PCoA permitiu uma ampla distribuicdo dos
genotipos. P. alata foi disposto em dois grupos separando-os por origens de BAGs em que
foram coletados. P. setacea também se encontra em dois grupos relacionados a origem de
BAG, e um gendtipo se aproxima de P. quadrangularis. Os grupos P. maliformes e P.
guadrangularis sdo mais restritos no PCoA. O gréfico indica que P. maliformes e P. alata
podem estar mais relacionadas geneticamente. Os trés primeiros eixos explicaram 60,9% da
variacdo total das variaveis genéticas em Passiflora spp. O primeiro eixo explicou 25,34%, o

segundo eixo 20,49%, e o terceiro eixo 15,10% da variancia total das variaveis.



37

A) B)
500
1.00
400 ‘ -
300 \ 0.60
200 \ 0.40
- : 0.20
e 0.00
0 e e

Passifloraalata Passifloraspp.

Passiflora spp.

Coord. 2

. el
et o * *
s

Coord. 1

@ Palata W P setacea ' P maliformes = P. quadrangularis

Figura 1. Andlise de estrutura e diversidade genética obtidas a partir de regides andlogas a
genes de resisténcia para as espécies de Passiflora - P. alata, P. setaceae, P. maliformis e P.
quadrangularis presentes em Bancos de Germoplasma da Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuéria (Embrapa) Mandioca e Fruticultura e Cerrados. A) Ndmero mais provavel de
pools génicos em Passiflora sp. (K); B) Histograma (baseado nos valores de Delta K)
representando a estruturacdo interespecifica dos provaveis pools génicos em Passiflora sp,
separando P. alata, espécie comercial, das outras trés espécies, consideradas como silvestres;
C) Analise de coordenadas principais (PCoA).

No ambito da diversidade genética entre espécies, os valores médios dos coeficientes de
identidade genética (1) e de distancia genética (D) foram 0,78 e 0,25, respectivamente. O
maior valor de | (0,81) e o menor de D (0,21) foi entre P. setacea e P. quadrangularis. Os
grupos que mais se divergem geneticamente sdo P. alata e P. quadrangularis, com I igual a
0,33 e D igual a 0,72 (Tabela 4). Os grupos que apresentam menor distancia genética sdo
observados com menor valor de D, como em P. quadrangulares e P. setacea (D =0,21).
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Tabela 4. Matriz de distancia genética de Nei (1972) (abaixo da linha diagonal) e identidade
genética (acima da linha diagonal) referente a anélise com marcadores RGA entre gendtipos
de quatro espécies de Passiflora provenientes de Bancos Ativos de Germoplasma.

Pa Ps Pm Pg
Pa 0.784  0.802 0.716
Ps 0.243 0.802  0.808
Pm 0220 0.221 0.756

Pq 0334 0213  0.280

Nota: Pa P. alata, Ps P. setaceae, Pm P. maliformes, Pq P.
quadrangularis

A andlise de agrupamento UPGMA realizada com base nas distancias genéticas
considerando a andlise interespecifica, permitiu dividir os 55 acessos de Passiflora sp. em 7
grupos de similaridade genética, a qual houve maior distin¢cdo dos gendtipos. O coeficiente de
similaridade variou de 0,11 a 0,82 (Figura 2). O primeiro grupo foi formado por acessos de P.
alata de origem do banco de germoplasma Embrapa Cerrados. O segundo grupo reuniu um
acesso de P. maliformes da Embrapa Mandioca e Fruticultura e acessos de P. quadrangulares
da Embrapa Cerrados e Embrapa Mandioca e Fruticultura. O terceiro grupo é formado por
acessos de P. setacea pertencentes aos dois BAGs. O quarto agruparam acessos de P. alata da
Embrapa Mandioca e Fruticultura. Acessos de P. setacea da Embrapa Cerrados formaram o
quinto agrupamento. O sexto grupo foi composto por dois acessos de P. quadrangulares da
Embrapa Cerrados. Cinco acessos de P. maliformes provenientes Embrapa Cerrados
formaram o sétimo grupo. Um gendtipo de P. setacea nao foi agrupado com os demais,
possivelmente por ser um individuo caracterizado como mistura como inferiu-se na analise

Bayesiana, se distanciando geneticamente.
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Figura 2. Analise de agrupamento de interespecifico do género Passiflora obtidos pelo
UPGMA com o Coeficiente de Similaridade de Jaccar. As cores das linhas correspondem
aquelas utilizadas para representar os pools génicos predominantes no histograma obtido.

Considerando a analise Bayesiana (baseado nos valores de Delta K) intraespecifica para
cada uma das quatro espécies analisadas (Figura 3), observou-se uma possivel estruturacdo
principal em dois pools génicos (K=2) para P. alata, P. setaceae, P. maliformes e P.
quadrangularis. E interessante notar que para todas as quatro espécies a distribuicdo dos
acessos em dois grupos corresponde aos BAGs onde foram coletados, isto ¢, Embrapa
Mandioca e Fruticultura, cujo os genotipos estdo representados pela cor vermelha nos
histogramas e Embrapa Cerrados representados pela cor verde (Figura 3).

Também foi empregado o coeficiente de associacdo (q) utilizados como critério para
classificacdo dos individuos nos pools génicos, sendo considerado como mistura (i.e.,
individuo de pool génico indefinido) os individuos com valores de q < 0,60 para um dos pools
génicos estimados. Para P. alata foi possivel observar que dos 27 gendtipos analisados, um
foi considerado de mistura, uma vez que ndo obteve um valor de adesdo (q) > 0,7 para um
unico grupo (Figura 3A). Em P. setacea, embora observado clara separacdo entre 0s

gendtipos oriundos de cada BAG, um dos gendtipos (BGP-434) coletado na embrapa
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Mandioca e Fruticultura apresentou alta identidade (q) com o BAG Embrapa Cerrados
indicando origem genética comum aos gendtipos deste BAG (Figura 3B). De forma
semelhante, observando os gendtipos de P. quadrangularis, um genotipo (CPAC MJ -07-03)
coletado na Embrapa Cerrados, apresentou cerca de 80% de identidade (q) para o grupo MFT
(Figura 3D). P. maliformes ndo apresentou genotipos que representem misturas entre pools
génicos tendo-se observado a distingdo dos grupos de acordo com o BAG (Mandioca e

Fruticultura ou Cerrados) (Figura 3C).
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Figura 3. Nimero mais provavel de pools génicos (K) e Histogramas (baseado nos valores de
Delta K) gerados a partir de analise de regides analogas a genes de resisténcia, representando
a distribuicdo dos provaveis pools génicos em quatro espécies de Passiflora presentes em
Bancos de Germoplasma da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa)
Mandioca e Fruticultura e Cerrados. A) P. alata, B) P. setaceae, C) P. maliformes e D) P.
quadrangularis.
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A anélise PCoA para cada espécie individual, corroboram a hipdtese de estruturacéo
Bayesiana considerando uma correspondéncia com a distribuicdo dos genétipos. Na Figura 4,
¢ apresentado os agrupamentos dos individuos delimitados por retangulos cuja cor
correspondente aos pools génicos no histograma Structure (Figura 3). Esses resultados estdo
de acordo com as origens de coletas de BAGs. Os genotipos em P. alata estdo mais dispersos
na Mandioca e Fruticultura, e os da Cerrados se encontram bem préximos, embora, é possivel
ver dois mais afastados dos demais, indicando a formacédo de subgrupo. Em P. setaceae, 0s
gendtipos da Embrapa Mandioca e Fruticultura, embora mais disperso, parece estar subdivido
em dois grupos, e um gendtipo da Cerrados se encontra mais distante dos grupos. A separagdo
dos genotipos da Embrapa Mandioca e Fruticultura e Cerrados é nitida em P. maliformes. Em
P. quadrangularis, os genétipos da Embrapa Cerrados estdo mais dispersos, entretanto, um se
encontra mais proximo dos genétipos Mandioca e Fruticultura. Essa aproximacao indica que
este pode estar relacionado geneticamente com os individuos deste grupo. Esses dados
correspondem aos pools indicados no histograma representado pelos BAGs e ao dendograma
obtido por meio do método de agrupamentos hierarquicos UPGMA (Figura 5).

Quanto a variacao total das varidveis genéticas no PCoA, em P. alata, os trés primeiros
eixos obtiveram 75,99%, sendo: eixo 1: 57,39%, eixo 2: 10,77% e eixo 3: 7,83%. Em P.
setacea, 0s dois primeiros eixos explicaram 88,64% da variancia total que foi 92,81%, o eixo
1 contribuiu com 69,81%, o0 eixo 2 com 18,83% e eixo 3 com 4,17%. Em P. maliformes, a
variacdo detectada pelo valor eigen foi para o eixo 1: 79,50%, eixo 2: 10,44% e eixo 3%:
8,02%. Em P. quadrangularis, a variancia total foi de 89,06%, sendo eixo 1: 63,42%, eixo 2:
17,30% e eixo 3: 8,34%.
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Figura 4. Andlise de coordenadas principais (PCoA), gerados a partir de analise de regides
analogas a genes de resisténcia para espécies de Passiflora spp. obtidas em de Bancos de
Germoplasma da EMBRAPA Mandioca e Fruticultura e Cerrados. A) P. alata, B) P.
setaceae, C) P. maliformes e D) P. quadrangularis. As cores das linhas tracejadas
correspondem ao banco onde os genotipos foram obtidos; vermelho = Embrapa Mandioca e
F