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RESUMO

Recentemente, na literatura especializada, espécies silvestres do género Passiflora vem
sendo objeto de agdes de pré-melhoramento genético. Estas ac¢bes, que antecedem o
melhoramento genético propriamente dito, contudo, ndo sdo relatadas ainda para todas
as espécies de uso potencial do género. Espécies de passifloras, a semelhanca do
maracujazeiro ‘de flor vermelha’ (P. trintae Sacco), tém forte potencial ornamental,
ainda inexplorado. Séo raros, ainda, os trabalhos com a referida espécie, cuja ocorréncia
abrange o norte de Minas Gerais e parte centro-Sul do Estado da Bahia. No presente
trabalho sdo descritos trés iniciativas de pré-melhoramento do maracujazeiro ‘de flor
vermelha’, atreladas a pesquisas de campo, sob condigdes controladas (estufa) e
laboratoriais. No primeiro ensaio, descreve-se biometricamente a flor e a fenologia da
floracdo e frutificacdo da espécie. O conhecimento dos padrdes fenologicos e da
biometria floral sdo pontos fundamentais para a compreensao da biologia reprodutiva da
espécie e base para o desenvolvimento de programas de melharamento genético, pois
promove a identificacdo de fontes de variabilidade para a selecdo de plantas com
potencial ornamental. Foi possivel identificar correlaces entre os eventos fenoldgicos
com dados meteoroldgicos de temperatura e precipitacdo pluviométrica.-Os resultados
permitiram concluir a interferéncia dos fatores ambientais sobre.os eventos fenolégicos
e os dados referentes a descricdo da biometria floral poderdo subsidiar futuros estudos
relacionados ao melhoramento e conservacao de germoplasma. O segundo ensaio focou
na comparacdo de substratos no desenvolvimento de propagagdo vegetativa da espécie,
via estaqueamento, 0 emprego desta técnica permite a manutencdo de materiais
genéticos com caracteristicas agrondmicas favoraveis. As avaliagdes foram mensais (30,
60 e 90 dias) quanto as caracteristicas.de percentual de pegamento e o desenvolvimento
de brotos e folhas. Desse modo, foi possivel determinar que os substratos interferem de
modo significativo quanto a capacidade de estaqueamento dos genétipos de P. trintae e
selecionar os gendtipos considerados superiores por apresentar maior potencial para o
enraizamento e vigor vegetativo. Por fim, objetivando contribuir na caracterizagéo
genética de individuos e populac¢des de maracujazeiros ‘de flor vermelha’, desenvolveu-
se pesquisa de amplificacdo cruzada de marcadores microssatélites para a espécie. Neste
particular fez-se 0 uso de 25 primers microssatélites (SSR), onde 18 primers foram
desenvolvidos previamente para 0 maracujazeiro amarelo (Passiflora edulis f.
flavicarpa), além dos 7 primers que foram desenvolvidos para o maracujazeiro doce
(Passiflora alata-Curtis). Foi possivel determinar o percentual de amplificacdo cruzada
para cada de cada primer e atestar que os resultados obtidos sdo bastante promissores
para que possam ser utilizados em estudos de diversidade e mapeamento genético. Os
resultados aqui descritos permitem conhecer melhor a espécie, com vistas a conserva-la
e dota-la de pesquisas béasicas voltadas ao melhoramento genético ligado a seu potencial
ornamental.

Palavras-chave: Pré-melhoramento, Caracterizacdo morfolégica, Conservacéo,

Passiflora trintae.



ABSTRACT

Recently, in the literature, wild species of the genus Passiflora has been the subject of
genetic pre-breeding stock. These actions, prior to the breeding itself, however, are not
reported for all species of the genus potential use. Passiflora species, like passion fruit
'red flower' (P. trintae Sacco), have strong ornamental untapped potential. Are rare, still,
work with the species, the occurrence of which covers the north of Minas Gerais and
center-southern part of the state of Bahia. In this paper we describe three initiatives of
pre-breeding of passion fruit ‘'red flower', linked to field trials under controlled
conditions (greenhouse) and laboratory. In the first trial, is described biometrically the
flower and the phenology of flowering and fruiting species. Knowledge of phenological
patterns and floral biometrics are key to understanding the reproductive biology of the
species and basis for the development of breeding programs, it promotes the
identification of sources of variability for the selection of plants with ornamental
potential. It was possible to identify correlations between phenological events with
meteorological data of temperature and precipitation. The results showed the
interference of environmental factors on phenology and data on the description of the
floral biometrics will facilitate future studies related to the improvement and
conservation of germplasm. The second study focused on the‘comparison of substrates
in the development of vegetative propagation of the species, through staking, this
technique allows the maintenance of genetic materials. with favorable agronomic
characteristics. All were evaluated monthly (30, 60-and 90 days) as the fixation of
percentage of characteristics and the development of shoots and leaves. Thus, it was
determined that the substrates interfere significantly as the piling capacity of P. trintae
genotypes and select genotypes considered superior due to its greater potential for
rooting and vegetative vigor. Finally, aiming to contribute to the genetic
characterization of individuals and populations of passion fruit ‘'red flower', developed
cross-amplification research microsatellite markers for the species. In this regard was
made using 25 microsatellite primers (SSR), where 18 primers were previously
developed for the yellow passion fruit (Passiflora edulis f. Flavicarpa) in addition to the
7 primers that were developed for the sweet passion fruit (Passiflora alata). It was
possible to determine the cross-amplifier for each percentage of each primer and certify
that the results obtained are very promising that can be used in diversity and genetic
mapping studies. The results described here allow knowledge about the species, in order
to preserve it-and provide it with basic research focused on the genetic improvement
linked to its ornamental potential.

Keywords: Pre-breeding, Morphological, Conservation, Passiflora trintae.
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INTRODUCAO

Os maracujazeiros pertencem a familia Passifloraceae e sdo oriundos da
Ameérica tropical (Bernacci et al., 2003). Compreendem 17 géneros e mais de 600
espeécies distribuidas nas regibes tropicais e subtropicais do mundo (Souza & Meletti,
1997). O género mais conhecido é o Passiflora, e o Brasil é considerado como um dos
principais centros de diversidade deste género. Muito embora seja reconhecida esta
riqueza natural em nimero de espécies de passifloras brasileiras, o volume de trabalhos
relacionados com a caracterizacdo destas espécies ainda € incipiente (Martins et al.,
2003).

O Brasil destaca-se no cenario mundial por ser considerado como um dos
principais produtores e exportadores de maracuja do mundo (Gongalves et al., 2007), e
0 interesse pelas passifloras estdo voltados principalmente para as espécies que
produzem frutos comestiveis, a exemplo do maracujazeiro ‘amarelo’ (Passiflora edulis
Sims), o qual é predominante nos campos de produgdo do Brasil. Existem outras 50
espécies do género que apresentam alguma importancia econémica pela utilizacdo dos
seus frutos na alimentacdo, sua adaptabilidade ao cultivo como planta ornamental ou
propriedades medicinais (Vieira & Carneiro, 2004).

No que tange ao uso ornamental, as Passifloras s&o aproveitadas na decoragéo
de ambientes externos coma cercas € muros ou de ambientes internos como plantas
envasadas, podendo ser usadas em varandas e salas (Souza et al, 2006). Para explorar a
diversidade de cores e formas dessas plantas, a obtencdo de hibridos interespecificos é
uma alternativa para ganhos agrondémicos. No entanto, alguns autores relatam que para
desenvolver hibridos com maior potencial ornamental e comercial, faz-se necess
plantas, s istem outras 50 essear convenientemente a variabilidade genética disponivel
(Meletti et al., 2000; Oliveira, 1980). Para isso, a caracterizagdo morfolégica é muito
importante para se detectar caracteristicas promissoras para o cultivo ornamental
(Peixoto, 2005).

A P. trintae é caracterizada botanicamente como trepadeira glabra, de caule
cilindrico, com folhas profundamente trilobadas e de base subcordada (Cervi, 1997).
Tem ocorréncia restrita no norte do Estado de Minas Gerais e regides sudoeste e oste da
Bahia (Nunes & Queiroz, 2006). A beleza das flores é uma caracteristica que chama a

atencdo da planta, por possuir coloragdo vermelha que se destaca na vegetacdo do
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cerrado e botbes florais que se assemelham com com balBes tipicos de festas juninas
(Meira Souza et al., 2014).

Sado raros, ainda, os trabalhos com o maracujazeiro ‘de flor vermelha. No
presente trabalho sdo descritos trés iniciativas de conservacao e pré-melhoramento do
maracujazeiro ‘de flor vermelha’, atreladas a pesquisas de campo, sob condi¢des
controladas (estufa) e laboratoriais. Os ensaios realizados no presente trabalho
apresentam carater de pré-melhoramento que visam acgdes de prospeccao de genotipos,
conservacao e caracterizagdo da diversidade genética da espécie em estudo por meio de
aspectos morfoldgicos, fenoldgicose por marcadores moleculares.

No primeiro ensaio, descreve-se biometricamente a flor e a fenologia da floracédo e
frutificacdo da espécie.

O conhecimento dos padrBes fenoldgicos e da-morfologia floral sdo pontos
considerados importantes para a compreensdo da biologia reprodutiva da espécie e base
para o desenvolvimento de programas de melhoramento-genético, pois podem fornecer
informacdes sobre o comportamento das plantas com relacdo as diversas forcas seletivas
determinadas pelo ambiente, permitindo selecionar aquelas produtoras de maior
quantidade e qualidade quanto ao numero de flores, folhas e frutos (Maués et al., 2002).

O segundo ensaio focou na comparacdo de substratos no desenvolvimento de
propagacao vegetativa da espécie, via estaqueamento. Para se obter éxito na propagacao
vegetativa por estaquia, alguns fatores.sdo levados em consideracdo, como, condi¢fes
ambientais, gen6tipos e manejo. Porém, um outro fator ndo menos importante é o tipo
de substrato a ser utilizado (Silva et al., 2001). A escolha do substrato pode ser de
fundamental para garantir a sobrevivéncia da planta (Jabur & Martins, 2002). Conhecer
0 comportamento de mudas produzidas a partir estaquia, possibilita selecionar os
genotipos que se destacaram quanto ao vigor vegetativo e obter informacdes que podem
favorecer uma maior estabilidade genética para caracteristicas agronémicas desejaveis.
Por fim, objetivando contribuir na caracterizacdo genética de individuos e populacdes
de maracujazeiros ‘de flor vermelha’, desenvolveu-se pesquisa de amplificacdo cruzada
de marcadores microssatélites para a espécie.

O uso de marcadores microssatélite contribuem em etapas de pré-melhoramento
para a caracterizacdo da diversidade, por apresentarem co-dominancia, rapidez da
técnica, baixa quantidade de DNA requerida e alto polimorfismo, o que facilita a

obtengdo de dados mais robustos. Para o desenvolvimento de marcadores
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microssatélites é necessario ter uma caracterizagcdo prévia do genoma (Ferreira &
Gratapaglia, 1996), porém sdo incipientes as pesquisas relacionadas com o género
Passiflora para este tipo de marcador, uma alternativa seria a amplificacdo cruzada, pois

alguns primers podem acessar regides conservadas entres espécies do mesmo género.

REVISAO DE LITERATURA

Passifloras: sistematica e aspectos econémicos

A familia Passifloracea é nativa das regides tropicais e subtropicais, podendo
encontrar plantas silvestres na india Ocidental, Galapagos, Australia, Sudeste Asiatico,
Malasia, Filipinas, Polinésia e em algumas ilhas do Oceano Pacifico e ainda algumas
espécies de clima temperado nas Américas, sul da China e Nova Zelandia
(Vanderplank, 2000). No entanto, a America tropical € considerada como o principal
centro de diversidade genética, incluindo desde a regido Amazonica até o Paraguai e 0
Nordeste da Argentina (Silva et al., 2004).

A familia Passifloracea é dividida em duas tribos: Paropsieae, com seis géneros,
e Passifloreae, com quatorze ‘géneros, sendo que no Brasil sdo encontrados quatro:
Passiflora, Dilkea, Mitoestemma e Tetrastylis (Cervi, 1986).

O género Passiflora é o maior em numero de representantes da familia
Passifloraceae, reunindo em torno de 600 espécies de maracuja, sendo que sua origem é
da América.do Sul e muitas delas nativas do Brasil (McDougal, 2007). O Brasil
apresenta'0 maior centro de distribuicdo geografica deste género, o que confere ao nosso
pais a condicao de ser um dos principais centros de diversidade genética.

A familia Passifloraceae abrange espécies trepadeiras a arbustos (Nunes &
Queiroz, 2006). Uma caracteristica bastante peculiar da familia é a ampla variabilidade
foliar e floral (UImer & MacDougal 2004). O caule das espécies de passifloras possui 0
habito trepador, por esse motivo sdo delgados, pouco lenhosos e necessitam de outras
plantas como suporte para suprir a necessidade de luz. S&o eretos, cilindricos, lisos ou
pilosos, angulados, angular-estriados, angular-alado, poucos séo achatados e alguns sao
descritos como subangular e estriados. As bracteas sdo pequenas ou foliaceas,

verticiladas e involucrais ou alternadas no pedunculo, algumas vezes deciduas.
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Pedunculo Unico ou pareado, geralmente terminando em 1-2 flores ou um racemo
(Nunes & Queiroz, 2006).

Apresenta estipulas e gavinhas, folhas pecioladas e alternadas. Possui nectarios
extraflorais no peciolo ou na ldmina foliar, as flores isoladas e axilares, hermafroditas,
pentdmeras, com pétalas e sépalas alternando entre si, filamentos da corona, opérculo,
androgindforo, cinco estames, anteras dorsofixas, Ovulos numerosos, placentacédo
parietal, 3 a 4 estiletes, estigmas captados, orbiculares ou reniformes caracterizam a
familia (Nunes & Queiroz, 2006). Outra Caracteristica marcante é a presenca de
glicosideos cianogénicos que, quando sdo hidrolisados liberam moléculas de agucar e
cianidrina que sdo toxicos e, dessa maneira, conferem protecdo a planta contra
herbivorismo (Stevens 2001).

Os frutos usualmente bagas, indeiscentes ou cépsulas deiscentes, globosos ou
ovoides, raramente fusiforme, possuem coloracdo amarela existindo, entretanto, frutos
de coloracdo vermelha e roxa (Vanderplank, 2000; Ulmer & Macdougal, 2004; Nunes
& Queiroz, 2006). Sementes comprimidas, reticuladas, pontuadas ou transversalmente
alveoladas, envolvidas por um arilo mucilaginoso. Sao do tipo ortodoxas ou ortodoxas
intermediarias (Nunes & Queiroz, 2006).

O termo maracuja advém da lingua Tupi “mara cuia” que significa alimento
preparado em cuia ou alimento que serve. Outra denominacgdo atribuida ao maracuja,
principalmente no exterior, é de fruto.da paixdo. Este termo foi originado em 1605,
quando flores de Passiflora incarnata foram enviadas por missionario cat6licos ao Papa
Paulo V, ondeas pecas florais foram associadas aos simbolos da crucificagéo de Cristo.
Assim seriam 0s cinco estames representativos das cinco chagas, os trés pistilos para os
trés pregos e as-cores branca e purpura, representando a pureza e a divindade (Fumis &
Sampaio, 2007). Em 1610, Jaco Bosio denominou a flores de maracuja como “Passio
floris”, de onde se originou o nome da familia Passifloraceac e do género Passiflora
(Dantas et al., 2001).

Desde entdo, o uso das passifloras passou a ser diversificado e tendo grande
importancia econdémica na agricultura e na horticultura. Muitas espécies sdo utilizadas
para fins alimentares, medicinais e ornamentais (Sousa & Meletti, 1997). Considerando
o aspecto medicinal, folhas, flores, raizes e frutos extraidos de espécies silvestres e
comerciais de passifloras sdo utilizados para combater diferentes enfermidades, tais

como, verminoses, tumores gastricos e estresse, fazendo parte do conhecimento
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tradicional associa do a cultura de diferentes povos (Costa & Tupinambd, 2005). O
emprego de plantas medicinais para a manutencdo e a recuperacdo da saude tem
ocorrido ao longo dos tempos desde as formas mais simples pelo tratamento local até as
formas mais sofisticadas com a fabricacéo industrial de medicamentos.

A Etnoboténica aborda a forma como as pessoas incorporam as plantas em suas
praticas e tradicdes culturais (Giraldi & Hanazak, 2010). Ao investigar a utilizacdo dos
fitoterapicos pela populacdo brasileira alguns autores evidenciaram que as espécies do
género Passiflora estdo entre os mais utilizados (Ribeiro et al., 2005)

Pesquisas recentes tém apontado que as espécies P. sidifolia, P. bahiensis, P.
coccinea, P. vitifolia e P. incarnata como ricas em flavonoides que tém acdo ansiolitica,
sedativa e analgésica (Sakalem et al., 2012).

No que se referem ao uso ornamental, as passifloras despertam interesse pela

beleza exética de suas flores com formato e colorido peculiares, 0 que viabiliza sua
utilizacdo na linha do agronegdcio de plantas ornamentais. J& foram obtidos e
registrados mais de 685 hibridos para uso ornamental, com intuito de gerar flores com
formas e cores diversificadas para todos 0s gostos e ambientes (Vanderplank et al.,
2003; Peixoto, 2005; Santos, et al;;2012). Por fim, o uso alimentar por meio do
consumo in natura e derivados/na forma de sucos, sorvetes, doces e licores constitui o
principal objetivo do cultivo dessas espécies (Ruggiero et al., 1996).
Segundo Meletti (2011), os principais segmentos de mercado para 0 suco concentrado e
a polpa de maracuja sdo: 1) bebidas - principalmente os sucos de frutas, 0s néctares, 0s
licores e a preparacdo de aperitivos e coquetéis de frutas tropicais; 2) laticinios -
utilizadosem iogurtes, misturas de leite e sorvetes; 3) confeitaria - utilizados em bolos,
doces e recheios para bombons; 4) geleias; 5) alimentos enlatados - utilizados em salada
de frutas tropicais, onde pedacos das frutas sdo colocados em xarope de maracuja; 6)
fonte de niaciana, vitamina A e C.

O maracuja-azedo (Passiflora edulis) e o maracuja-doce (P. alata) constituem as
espécies de maior importancia econémica no Brasil, com cerca de 90% da area plantada
ocupada pelo primeiro (Meletti et al.,2005). Além dessas espécies de Passiflora,
também tém importancia econémica, entretanto, estas sdo de comercializacdo restrita a
determinadas regides, a exemplo dos maracujazeiros ‘meldao’ (Passiflora
quadrangulares L.), ‘suspiro’ (Passiflora nitida HBK), ‘azul’ (Passiflora caerulea),

‘peroba’ (Passiflora laurifolia), ‘doce’ (Passiflora alata Curtis), ‘do-mato’ (Passiflora
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cincinnata Mast) e ‘do-sono’ (P. setacea DC) (Meletti et al., 2003; Meletti et al., 2005;
Cardoso-Silva et al., 2007; Junqueira et al., 2010).

Conservacao da biodiversidade de passifloras

A conservacgdo da biodiversidade é considerada como uns dos maiores desafios
devido ao elevado nivel de perturbacGes antrdpicas aos ecossistemas naturais que
muitas vezes podem ser irreversiveis (Viana, 1995). Dentre as alteracdes causadas pelo
homem, as extingfes de varias espécies ocorridas em funcdo da redugdo dos habitats,
comprometem o patrimdnio genético desses ecossistemas através de um fendmeno
conhecido como erosdo genética (Bernacci et al.,, 2005). A erosdo genética €
irreversivel, mas pode ser evitada ou minimizada por meio da formacdo de bancos de
germoplasma para a conservacdo da variabilidade genetica (Faleiro et al., 2005). Um
germoplasma pode ser definido como uma unidade conservadora de material genético
de uso imediato ou com potencial de uso futuro (Borém & Miranda, 2005)

Espécies nativas e silvestres de maracujazeiro sdo consideradas como recursos
genéticos vegetais que constituem um. reservatorio natural de genes com potencial de
uso. Este potencial ndo esta voltado apenas para 0 consumo in natura, mas também para
a producdo de farmacos, planta ornamental e alimento funcional. Espécies silvestres sdo
fontes de genes para o'melhoramento, por exemplo, do maracujazeiro amarelo, ja que
servem como porta enxerto € na obtencdo de hibridos de maracujazeiro ornamental
(Faleiro et al.,-2006; Faleiro et al., 2008).

Para que a variabilidade genética presente no género Passiflora seja utilizada da
melhor maneira, € necessario que haja uma efetiva caracterizacdo e avaliacdo, tanto
morfolégica quanto molecular. AcBes que contribuam para a conservacdo e
caracterizacdo de alelos importantes, presentes nestas espécies, sdo de grande
importancia para o melhoramento genético. Nesse sentido, diversos trabalhos estdo
sendo registrados no que se refere a caracterizagdo morfoldgica, reprodutiva,
citogenética, fisioldgica e molecular de espécies silvestres, contribuindo, assim, para sua
conservacao (Meletti et al., 2003; Junqueira et al., 2007)

Por outro lado, mesmo caracterizada, a variabilidade genética pode estar
ameacada, caso ndo se adote praticas adequadas nos ciclos de conservagdo e

regeneracdo dos acessos, uma vez que podem ocorrer alteracdes nas frequéncias
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alélicas, bem como a perda ou fixacao destes, comprometendo a variabilidade futura dos
acessos conservados. Desta forma, ao longo do processo de conservacdo do
germoplasma, marcadores moleculares podem ser utilizados para monitorar a
variabilidade genética dos acessos.

Com a expansdo das fronteiras agricolas, hd uma grande preocupagdo com a
extincdo de espécies silvestres pouco estudadas, ou até mesmo ainda ndo identificadas.
Para conservar estas espécies que sdo consideradas como fontes de variabilidade
genética, a formacdo de bancos de germoplasma contendo a maior diversidade de
espécies possivel, sdo as alternativas mais aconselhadas pelos melhoristas (Braga &
Junqueira, 2000).

A conservacdo de germoplasma de Passiflora no Brasil € realizada por meio de
plantas vivas, ou mantidas sob a forma de sementes em camaras frias e secas onde sdo
mantidas em bancos especificos ou em cole¢des de trabalhos-localizados em diversas
instituices de pesquisa (Ferreira & Oliveira, 1991).

As principais colecdes estdo localizadas na UNESP, em Jaboticabal, SP; no IAC,
em Campinas, SP; no IAPAR, em Londrina, PR; na Embrapa Genéticos e
Biotecnologia, em Brasilia, DF e na-Embrapa Mandioca e Fruticultura, em Cruz das
Almas, BA (Faleiro et al., 2008).

Pré-Melhoramento Genético de Plantas

Os recursos genéticos sdo considerados como matéria prima para o
melhoramento genético, pois sdo definidos como a fracdo da biodiversidade que tem
previsdo de uso potencial ou atual. Eles sdo fontes de variabilidade necessaria para que
0 melhoramento aconteca (Nass et al., 2007).

De acordo com Faleiro et al., (2008), o melhoramento genético pode ser dividido
em trés fases cronoldgicas: o pré-melhoramento, visa identificar caracteristicas de
interesse Uteis aos programas de melhoramento genético em acessos pouco adaptados as
condi¢Bes de solo e clima local e disponibilizar esses genes em genétipos mais
adaptados, com boas caracteristicas agronémicas, para que sejam inseridos no programa
de melhoramento; o melhoramento ‘propriamente dito’, que pode ser caracterizado
como a execucdo de cruzamentos e a selecdo de gendtipos superiores e a fase do pos-

melhoramento, que envolve testes de validagéo de cultivares.
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As atividades de pré-melhoramento apresentam enorme potencial para facilitar a
identificacdo e o uso de novos genes de caracteristicas de interesse nos programas de
melhoramento. Quando aliado com a biotecnologia, pode se tornar uma importante
estratégia de descoberta e de disponibilizacdo de funcdes bioldgicas inovadoras e
viabilizadoras de uma agricultura mais sustentavel (Nunes et al., 2013; Faleiro et al.,
2008).

Sabemos que todo alimento provém de espécies silvestres e domesticadas; além
disso, a maioria dos medicamentos é originado de espécies de plantas medicinais, ainda
encontrados em estados silvestres, incluindo os principais sedativos, agentes para
controle de natalidade dentre varios outros (Faleiro et al., 2008): O que justifica 0 uso
do pré-melhoramento em espécies vegetais € a promocdo da eliminacdo de genes
relacionados a caracteristicas indesejaveis, realizar uso.de germoplasma. exotico para
evitar o estreitamento da base genética, muitas vezes0s alelos gque estdo sendo buscados
ndo sdo encontrados nas especies cultivadas ou elites, mas apenas nas espécies silvestres
aparentadas (Faleiro et al., 2005).

No entanto, com a pratica de sele¢do artificial, 0s programas de melhoramento
acabam reduzindo a diversidade do_pool génico que trabalham. A diversidade genética é
a fonte priméria dos programas de melhoramento, pois sem a variabilidade ndo ha
ganho genético. Para solucionar este conflito, o meio mais indicado é a construcdo de
bancos de germoplasma para a conservag¢ao dos recursos genéticos. Os Bancos Ativos
de Germoplasma (BAGs) séo colegdes de acessos que sdo utilizados, rotineiramente,
para propositos de pesquisa, recorrendo-se aos materiais neles depositados. Por maior
que seja,€ apenas uma pequena amostra da variabilidade total da espécie (Nass &
Santos, 2001).

As etapas do pré-melhoramento estdo relacionadas com a valorizag¢do do uso de
germoplasmas. Para isso, faz-se necessario auxiliar programas de melhoramento na
ampliacdo da base genética das culturas, realizar estudos moleculares e evolutivos, gerar
novas perspectivas em termos de uso, novos mercados ou fungdes para as espécies
vegetais, entre outros. Desse modo, sdo geradas perspectivas de criacdo de novos
materiais com caracteristicas e funcionalidades distintas das originais, como alimentos
biofortificados, ornamentais, fontes de energia limpa, componentes para a bioindustria
(Faleiro et al., 2008).
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De acordo com Nass et al., (2007), Muitas atividades de enriquecimento séo o
resultado de um trabalho de coleta e introducdo a partir de areas vulneraveis e sujeitas a
forte erosdo genética. Somente as atividades de caracterizacao e de avaliagdo preliminar
poderdo disponibilizar o acervo genético e atrair a atencdo dos fitomelhoristas.

O pré-melhoramento é considerado como um trabalho de longo prazo, para isso
precisa antever os desafios e oportunidades para os programas de melhoramento em
médio e longo prazo. O éxito desta atividade esta por conta do esfor¢o prospectivo,
obter informagOes precisas para que no futuro possa atender demandas relacionadas
com aumento da produtividade, desenvolvimento de conhecimentos cientificos e
tecnoldgicos, superacdo de barreiras sanitarias, ambientais e sociais para acesso aos
mercados (Nass & Santos, 2001).

No Brasil vérias culturas tem sido alvo de conservagao para fins, principalmente,
de melhoramento genético. Dentre os grdos, pode-se destacar-o0.milho conservado em
Bancos Ativos de Germoplasma (BAGs) na Embrapa Milho e Sorgo, a soja,
representada na Embrapa Soja, Universidade Federal de Vicosa (UFV) e Instituto
Agrondmico de Campinas (IAC), e o feijdo, concentrado principalmente na Embrapa
Meio-Norte e Embrapa Arroz e Feijao (Queiroz & Lopes, 2007). As olericolas estdo
representadas por varias espécies, porém se destacam algumas como Allium cepa,
Solanum lycopersicum, Solanum tuberosum, Daucus carota L, Anacardium occidentale
e Citrullus lanatus. Os bancos de germoplasma de olericolas sdo menos expressivos
quando comparados com 0s de grdos (Queiroz & Lopes, 2007). Culturas como
Mangifera indica, Anacardium occidentale, Musa paradisiaca também sao
representadas em bancos de germoplasma de fruteiras, bem como a Prunus domestica e
Prunus pérsica.

Em plantas perenes, como 0 maracujazeiro, a caracterizacdo é uma atividade
essencial no manejo de cole¢cdes de germoplasma, pois desempenha papel importante
por reduzir gastos considerdveis na manutencdo, quantificacdo da diversidade,
aperfeicoar estratégias de amostragem, além de identificar acessos desejaveis para
programas de melhoramento genético (Oliveira, 2005). Nas colecGes de germoplasma, a
caracterizagdo tem sido feita geralmente por dados morfoldgicos (Souza, et al., 2008),
botéanicos, agronémicos (Aradjo et al., 2008) e por marcadores moleculares.

A ampla diversidade genética dentro do género Passiflora tem sido pouco

explorada, inclusive no Brasil onde se localiza o maior centro de dispersédo geogréafica
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do maracuja (Meletti et al., 2005). O conhecimento e a utilizacdo pratica das espécies
silvestres de maracuja sdo importantes demandas de pesquisa, pois as espécies silvestres
sdo alternativas para diversificar os sistemas de producdo com novos alimentos
funcionais para consumo in natura e para o uso como plantas ornamentais e medicinais
(Faleiro et al, 2006). Tendo em vista o grande potencial do uso de espécies silvestres de
maracuja, resultados finais tem sido obtidos dentro de programas de melhoramento
genético de maracujazeiro.

O uso de espécies silvestres de maracuja no pré-melhoramento tem mostrado
grande potencial como fonte de resisténcia a doencas, e outros genes de importancia
agrondmica (Jungueira et al., 2005). O uso como porta-enxertos, também é uma
alternativa importante para a resisténcia de doencas associadas ao solo, como
nematoides e fungos (Junqueira et al., 2006).

Segundo Junqgueira (2005, 2006), entre as varias especies silvestres no Brasil,
muitas tem caracteristicas interessantes que poderiam ser introduzidas na maracujazeiro
comercial. Além da resisténcia a doencas e . algumas pragas, had espécies
autocompativeis, como a p. tenuifilla, P. elegans, P. capsularis, P. villosa, P. suberosa,
P. morifolia e P. foetida. Essa caracteristica € importante para aumentar a produtividade
e reduzir custos com a mao-de-obra e para a polinizacdo manual.

Ha espécies como P. setacea e P. coccinea que comportam-se como plantas de
“dias curtos”, pois florescem e frutificam durante o periodo de dias curtos do ano, ¢ a
colheita ocorre em‘agosto a.outubro, época da entressafra do maracuja comercial. Caso
esta caracteristica seja incorporada ao maracujazeiro comercial, podera eliminar os
problemas referentes a sua sazonalidade, permitindo a producao de frutos durante todo o
ano. Existem interesses de gerar hibridos entre espécies silvestres com germoplasma
bruto da espécies cultivada, na tentativa de agregar genes de resisténcia a doencas,
localizados nas diferentes espécies, provavelmente alelos distintos, antes de cruzar este
novo hibrido com cultivares elite (Faleiro et al., 2008).

Algumas espécies silvestres tem demonstrado contribui¢des importantes para o
melhoramento genético por apresentarem, longevidade, maior adaptacdo as condicdes
climaticas adversas, periodo de florescimento ampliado, componentes quimicos de
interesse para a industria farmacéutica e dentre outros recursos, quase todas ainda néao

exploradas. Dentre estas espécies estudadas, podem ser destacadas a P. setacea, P.
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cincinnata, P. incarnata, P. maliformis, P. foetida, P. nitida e P. quadragularis (Meletti
et al., 2003).

Os pesquisadores conhecem a importancia da ampla variabilidade genética
naturalmente disponivel das passifloras, tanto inter como intraespecifica, que sdo de
interesse em programas de melhoramento genético. O melhoramento genético do
maracujazeiro constitui um vasto campo de pesquisas bastante promissor, ja que ha
muitas lacunas a serem preenchidas por meio de trabalhos cientificos (Meletti et al.,
2005).

Importancia das Passifloras silvestres na ornamentacao

As passifloras comecgaram a ser utilizadas como ornamentais no século XVII, na
Europa. Por aproximadamente 200 anos, duas espécies se destacavam quanto ao cultivo
com vistas a ornamentacédo, que eram a P. caerulea e a P. incarnata. Em 1819, Thomas
Milne realizou o cruzamento entre P. racemosa com P. caerulea, obtendo o primeiro
hibrido artificial, nomeado de P. violacea (Peixoto, 2005).

Atualmente, as espécies ornamentais de passiflora se destacam em muitos paises
europeus e, nos EUA, no mercado de mudas hibridas (Vanderplank, 2000). Varias sdo
as possibilidades do uso de passiflora como plantas ornamentais, o cultivo destas mudas
podem ser aplicados de diversas formas; como em jardins, seja em cercas vivas, muros
ou pérgulas, ou até mesmo.com efeito harmonioso entre vaso e planta (Souza et al.,
2006; Vanderplank; 2000).

Segundo Meletti & Bruckner (2001), a maioria das espécies de Passiflora
apresenta numero de cromossomos 2n = 12 ou 18, mas também sdo conhecidas espécies
que apresentam 2n = 24, 14, 20, 84, 27 e 36. As espécies de maior importancia
econbmica como P. edulis, P. alata, P. setacea, P. nitida possuem 2n = 18, portanto
existe alta compatibilidade interespecifica em cruzamentos dentro do grupo com 2n =
18, facilitando a obtencdo de hibridos naturais ou artificiais visando a obtencdo de

tolerancia/resisténcia as principais doengas que acometem as especies comerciais.
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Passiflora trintae Sacco: espécie de passiflora de potencial ornamental do cerrado

brasileiro

O maracujazeiro ‘vermelho’ foi descrito pela primeira vez por José da Costa
Sacco em 1966 e nomeado ap6s Zomar Trinta, um boténico brasileiro. A planta é
caracterizada botanicamente como trepadeira glabra, de caule cilindrico, com folhas
profundamente trilobadas e de base subcordada, a flor ndo € diferente da Passiflora.
racemosa, mas elas sdo menores e ndo florescem em cachos (Figura 1) (Cervi, 1997).

De acordo com a distribuicdo dos dominios fitogeograficos, a P. trintae tem
ocorréncia restrita na regido do Cerrado, abrangendo as regides.do norte do Estado de
Mina Gerais e sudoeste da Bahia (Nunes & Queiroz,2006). Isto denota um estado de
alerta, pois espécies de Passiflora que habitam os ambientes mais homogéneos e com
distribuicdo mais restrita estardo mais suscetiveis as‘mudangas climaticas, podendo até
mesmo serem extintas, enquanto aquelas que habitam ambientes mais heterogéneos e
com distribuicdo mais ampla tenderdo a preservar a histéria evolutiva do grupo
(Scherer, 2014).

Figura 1: Passiflora trintae Sacco (Fonte: Nunes & Queiroz, 2006).



28

O maracujazeiro de “flor vermelha” apresenta potencial ornamental por possuir
flores vermelhas, cuja cor é interessantes para ser contrastada com outras diferentes
cores de espécies do mesmo género por meio de cruzamentos dirigidos para a obtengédo
de hibridos. Esses gendtipos, obtidos do cruzamento de espécies dotadas de flores
vermelhas e de flores brancas, vem sendo recentemente lancados como variedades
comerciais face a beleza que possuem. Adicionalmente, o maracujazeiro de “flor
vermelha” é dotado de flores que, em pré-antese, apresentam-se com o formato de
‘baldes de Sdo Joao’, o que pode vir mais a frente apresentar, por si s, algum apelo
estético enquanto planta ornamental (Meira Souza et al, 2014).

Dentre os poucos trabalhos realizados com P. trintae, estdo de Cerqueira-Silva et
al (2010) que realizou um estudo de diversidade de genétipos por meio de'marcadores
RAPD. Bonfim-Silva et al (2009) comparou a capacidade de estaqueamento por
propagacgdo vegetativa com outras duas espécies silvestres (P..cincinnata e P. setacea).
Lemos-Filho et al (2013) realizou uma analise biométrica de sementes com intuito de
gerar informacdes enquanto atividade de pré-melhoramento.e 0 de Meira Souza et al
(2014), que caracterizou a organizacdo cromossémica, quanto a natureza de grdos de
polen e quanto a quantidade de 2C de DNA.

Biologia Floral em passifloras

A caracterizagdo morfolégica € a forma mais acessivel e mais utilizada para
quantificar a diversidade genética. Conhecer o0 modo de reproducdo de uma espécie em
estudo é muito importante em programas de melhoramento genético (Allard, 1971), pois
a maioria dos métodos adotados dependeram desta informagao.

A importancia do conhecimento destes estudos podem favorecer na selecdo de
gendtipos para futuras hibridacGes interespecificas de passifloras. Desse modo, os dados
podem contribuir para conservar e explorar os recursos biolégicos para que possam ser
aproveitados em programas de pesquisa voltados ao melhoramento.

Estudos de variabilidade genética e morfolégica representam instrumentos
importantes para a compreensdo dos padrfes de distribuicdo das espécies e contribuem
para o0 entendimento dos processos evolutivos e biogeograficos. Estas abordagens tém

sido utilizadas para estudos de populacdes pertencentes a outras espécies
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Caracteristicas como flores de beleza inquestiondvel, com exuberancia de cores,
variando do forte e brilhante ao suave e marcante (Vanderplank, 2000; Abreu et al.,
2009); numero abundante de flores; florescimento mais de uma vez ao ano e
variabilidade de formas foliares (Souza; Pereira, 2003), além da presenca da corona,
conferem as passifloras interesse ornamental. Além da beleza original das espécies
silvestres, os hibridos produzidos a partir destas apresentam atributos estéticos ainda
mais atraentes, somado ao fato de que, muitos destes apresentam resisténcia as
diferentes condic6es climaticas (Vanderplank, 2000).

O género Passiflora possui inumeras espécies com flores que despertam
curiosidade e atencdo devido a diversidade de cor, a arquitetura floral e a presenca da
corona. Embora apresente caracteristicas de potencial ornamental e condicOes
edafoclimaticas favoraveis o Brasil ndo explora tal potencial nas passifloras (Peixoto,
2005).

Cruzamentos interespecificos tém sido realizados a fim de obter flores com
formato e cores peculiares, sendo destinadapara a utilizacao na linha do agronegocio de
plantas ornamentais (Meltetti et al. 2005).

Algumas dessas espécies tém-apresentado caracteristicas importantes que podem
ser exploradas em programas de hibridagéo interespecifica. Entre elas, se destacam P.
setacea, P.cincinatta, P. caerulea, P. incarnata, P. maliformis, P. foetida, P. Nitida e P.
quadrangulares (Meletti et al. 2005, Jungueira et al., 2005).

Para se ter sucesso na obtencdo de hibridos interespecifcos é necessario também
obter conhecimentos sobre um dos principais fatores responsaveis pelo isolamento
reprodutivo que é o horario da antese ou da abertura das flores. Junqueira et al. (2005)
relata que os principais fatores responsaveis pelo isolamento reprodutivo entre as
espécies de passifloras sdo: horario da antese (processo de abertura e liberagdo do pélen
da flor), distribuicdo geografica, comprimento do androginéforo que ndo permite a
polinizacdo por determinados insetos, diferenca no tamanho das estruturas reprodutivas,
comprimento, espessura do tubo polinico e incompatibilidade genética.

Cabe ressaltar que esforgos como estes sdo desconhecidos na literatura para a o

maracujazeiro ‘de flor vermelha’.
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Tipos de propagacgdo em passifloras

O método predominante de propagacdo dos maracujas é por meio das sementes,
que é denominada de propagacdo gamica, sexuada ou reprodutiva (Manica & Oliveira,
2005). Atualmente, esta € a técnica mais empregada em escala comercial pelos
produtores no Brasil. O maracujazeiro € uma planta alégama, ou seja, realizam
preferencialmente polinizacdo cruzada (acima de 95%). As plantas do género Passiflora
sdo dependentes da polinizacdo cruzada para a formagéo do fruto, pelo fato de suas
flores apresentarem mecanismos que dificultam a ocorréncia de auto polinizagdo, como
a presenca dos estigmas no apice do androginéforo, numa posi¢do superior as anteras,
que estdo localizadas logo abaixo dos estigmas. H& a ocorréncia do fendmeno da
protandria e, ainda, algumas espécies, como P. edulis, apresentam a auto-
incompatibilidade reforcando, assim, a alogamia (Manica, 2005).

Neste caso, a fertilizacdo ocorre quando o polen de uma planta fertiliza o
estigma da flor de outra planta (Bespalhok et al., 2009). Por'ser uma planta alégama,
varios métodos de melhoramento sdo aplicaveis, 0bjetivando o aumento da frequéncia
de alelos favoraveis ou a exploracdo.de vigor hibrido (Meletti et al., 2000).

Na propagacdo sexuada existe —algumas desvantagens, pois devido a
caracteristica de cruzamento par polinizacao cruzada, ha uma grande variabilidade entre
as plantas de uma determinada populagéo. Esta caracteristica, relacionada ao método de
propagacdo, acaba“gerando-a formacdo de pomares heterogéneos, com gradiente de
plantas variando entre excelentes e de baixa produtividade (Borém & Miranda, 2005).

Outro desafio a ser enfrentado pelos produtores se refere as sementes de algumas
espécies que sao viaveis para plantio por doze meses, entretanto precisam ser mantidas
em condicdes controladas de temperatura e luz (Vanderplank, 2006). Relatos da
literatura sobre as sementes de passifloraceas se referem ao periodo lento e irregular de
germinacao (Ferreira et al., 2005).

A estaquia € o processo de multiplicacdo de plantas vegetativamente no qual se
utilizam segmentos de caules, raizes, brotos apicais e folhas que submetidos as
condicBes favoraveis, desenvolvem enraizamento originando novas plantas (Lorenzi et
al., 2006). Esta técnica é um processo baseado na teoria da totipoténcia, pois Este

principio retrata que todas as células vivas tém a capacidade ou potencial de reproduzir
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um organismo inteiro, desde que possuam condic¢des adequadas e informagdes genéticas
necessarias para ocorrerem as transformacdes morfogenéticas (Hartmann et al., 2002).

A partir do material selecionado, podem existir nesse processo de enraizamento
por estaquia algumas caracteristicas inadequadas para o enraizamento das estacas, como
0 material genético e a idade, j& que o material adulto apresenta maior dificuldade de
enraizamento (Silva, 2005).

O método de propagacdo por estaquia somente deve ser utilizado quando se
necessita de uma rapida produgdo de sementes ou na clonagem de determinada planta
com caracteristica desejada. A maior inconveniéncia da utilizacdo da propagacdo por
estaquia é o grande volume de material a ser utilizado em plantios comerciais, deste
modo, pesquisas tem sido desenvolvidas visando a propagacao da espécie (Avelar et al.,
2007).

A propagacdo do maracujazeiro € feita quase, exclusivamente, em nivel
comercial, por sementes, devido a facilidade de execucdo e simplicidade da
infraestrutura necessaria no viveiro (Meletti, 2002). Entretanto, existem problemas
relacionados a qualidade fisiologica das sementes, como a desuniformidade na
germinacdo, que comprometem diretamente a formagdo das mudas (Negreiros et al.,
2006). A elevada heterozigozidade gerada pela propagacdo seminal ocasiona alta
variabilidade, levando a falta de uniformidade nas plantacdes (Silva et al., 2005).

Dessa forma, apropagacao vegetativa realizada por meio de métodos de enxertia
e estaquia garante‘a obtencdo de plantas com estabilidade genética, o que implicara
cultivares mais uniformes e homogéneas com relacdo as caracteristicas agronémicas,
favorecendo a multiplicacao de plantas produtivas e resistentes a pragas e doencas
(Oliveira et al.; 2002). No entanto, deve-se atentar para 0 nimero de clones no pomar de
modo a néo inviabilizar a producéo de frutos.

Para se obter éxito na producdo de mudas, varios fatores sdo levados em
consideracdo, dentre eles a escolha de bons gendtipos, o manejo cultural e fitossanitario,
a adubacdo, além de uma boa técnica de formacdo de mudas e do uso de bons
substratos, com caracteristicas fisico-quimicas ideias para 0 enraizamento e
desenvolvimento inicial (Silva et al., 2001).

A escolha do substrato é de fundamental importancia, pois o substrato pode ser
determinante para o sucesso do enraizamento de estacas, embora, para algumas espécies

vegetais, ndo haja efeito significativo (Jabur & Martins, 2002). O substrato fornece a
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planta sustentacdo, podendo ainda regular a disponibilidade de nutrientes (Pasqual et
al., 2001), servindo de base para o desenvolvimento de uma planta até a area de plantio.
Borges et al. (2005) relatam a importancia do substrato que consiste em um fator de
relevante importancia para a formacgdo de mudas.

Na passicultura, a propagacdo assexuada ja € utilizada na manutencdo de
materiais de plantio com boas caracteristicas agrondémicas e vem favorecendo a
multiplicacdo de plantas produtivas e tolerantes a pragas e doencas (Meletti, 2000).

Mesmo a propagagéo predominante seja realizadas por sementes, alternativas do
atual método de propagacdo podem amenizar o problema. Mesmo que a estaquia possa
garantir a perpetuacdo integral dos genotipos, esta técnica se’ apresenta vulneravel
quanto a sanidade dos pomares se nao forem tomadas as precau¢des necessarias para se
evitar a disseminacédo de doencas, afetando a qualidade das plantas e,
consequentemente a producgédo (Nogueira Filho et al.;2003).

Pouco se sabe sobre o comportamento no campe de individuos originados por
estacas em termos de desempenho durante todo o seu ciclo de desenvolvimento
reprodutivo e vegetativo (Nogueira Filho et al., 2003). Pesquisas de melhoramento que
envolvem o método de propagagdo, ampliam o_conhecimento da base genética
disponivel e fundamentam o melhoramento genético da espécie, seria uma estratégia
interessante para P. trintae ja que o conhecimento é escasso sobre este método de

propagacao.

Acesso a polimorfismo molecular em passifloras

Diversas técnicas tém sido utilizadas na deteccdo da variabilidade genética ou
polimorfismo genético em organismos (Araujo et al., 2003). Embora os marcadores
morfoldgicos e citoldgicos tenham sido de extrema importancia na elucidacdo de uma
série de eventos genéticos, esses ocorrem em numeros reduzido, limitando a sua
aplicacdo em andlises genéticas. Esta limitacdo foi resolvida a partir do
desenvolvimento de uma nova classe de marcadores, denominados de marcadores
moleculares, que representam uma grande contribui¢do do desenvolvimento de técnicas
moleculares que permitem analises do genoma (Fungaro & Vieira, 2001).

Com o avanco das técnicas modernas de biologia molecular, surgiram diversos

métodos para a deteccdo de polimorfismo genético diretamente ao nivel de DNA,
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tornando o numero de marcadores moleculares altamente polimérficos virtualmente
ilimitado. A aplicacdo dos marcadores moleculares vem sendo cada vez maior em
espécies vegetais, pois podem determinar caracteristicas desejaveis, como heranca
mendeliana simples, auséncia de efeitos epistaticos, abundancia e alto polimorfismo
(Ferreira & Grattapaglia, 1998).

Os marcadores moleculares podem ser divididos em dois tipos: a) marcadores
moleculares dominantes, como 0os RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), e os
AFLP (Amplified Fragment Lenght Polymorphism); e b) marcadores moleculares co-
dominantes, como os RFLP (Restricton Fragment Lenght Polymorphism) e os SSR
(Simple Sequence Repeats ou microssatélites).

Cerqueira-Silva et al., (2012) encontraram vasta variabilidade genética ao
avaliar genotipos de P. Setacea utilizando marcadores - RAPD. Bellon et al., (2009)
também utilizaram marcadores do tipo RAPD para estimar a variabilidade de acessos de
P. alata, e verificaram que 0s acessos silvestres foram 0s que mais contribuiram para a
variabilidade genética.

Pereira et al, (2015) analisou a diversidade por meio de marcadores ISSR
genética do maracujazeiro ‘do-sono’(P. setacea) em doze populacbes distribuidas em
zonas agro-ecoldgicas do Estado da Bahia. Os dados obtidos sdo considerados Uteis para
estratégias de conservacdo da espécie.

A vantagem de se utilizar 0s-marcadores dominantes se deve por nao requerer
estudos prévios do genoma das espécies a serem estudadas. Desse modo, 0 uso de
marcadores dominantes permite economia de tempo quanto de recursos financeiros para
a execucdo da pesquisa (Ferreira & Gratapaglia, 1996). Entretanto, marcadores
dominantes ‘se<limitam por ndo serem capazes de caracterizar a variabilidade e
frequéncia alélica de um determinado loco. Estas limitacbes podem ser superadas
mediante emprego de marcadores codominantes, a exemplo dos microssatélites (SSR).

Os marcadores SSR caracterizam-se por acessar regies do genoma que
apresentam sequencias simples repetidas em tandem, as quais consistem de um a seis
nucleotideos (repeats), serem altamente polimorficos e multialélicos, apresentarem
padrdo de heranca mendeliano e serem comuns tanto em eucariotos quanto em
procariotos (Ferreira & Gratapaglia, 1996). Em maracujazeiros, a maioria dos estudos

com marcadores SSR estdo relacionados ao desenvolvimento e caracterizagédo de
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primers SSR de maracujazeiro ‘amarelo’ (Oliveira et al., 2005) e o maracujazeiro
‘doce’ (Padua et al., 2005).

Com o avanco das técnicas moleculares, as caracterizagdes genéticas se tornam
cada vez mais robustas e informativas. Desse modo, a utilizagdo de marcadores
moleculares co-dominantes podem contribuir em etapas de pré-melhoramento para a
caracterizacdo da diversidade e confirmacao de hibridos interespecificos. Estes estudos
que utilizam os marcadores moleculares na caracterizacdo da diversidade genética
poderdo contribuir para a discriminacdo dos genotipos, a analise variabilidade
intraespecifica, a identificacdo de acessos em duplicatas, a identificacdo precoce de
linhas comerciais de interesse e ainda pode ser Util para a conservagado de espécies.

Os marcadores SSR sdo baseados em PCR, extremamente polimorficos, e
altamente informativos como resultado do nimero e da frequéncia de alelos detectados
e sua habilidade de distinguir individuos intimamente relacionades.

As sequencias que flanqueiam as repeticdes de SSRs sdo conservadas, e por isso,
sdo usadas para o desenho de primers especificos, possibilitando a amplificacdo, via
PCR, dos fragmentos que contém o DNA repetitivo em individuos da mesma espécie, e
em alguns casos, entre diferentes _espécies ou até mesmo géneros da mesma familia
(Choumane et al., 2003).

A deteccdo dos alelos SSRs ¢é feita em gel de poliacrilamida, ou agarose especial
de alta resolucdo, uma vez que € necessaria uma matriz adequada para a separacdo
eletroforética de alelos que diferem por poucos pares de bases. Podem ainda, ser
detectados por pelo uso de primers fluorescentes por eletroforese em plataformas de
sequenciamento. Cada loco SSR € analisado a partir do par de primers construido
especificamente para a sua amplificagéo.

A aplicacdo do marcador SSR pode ser exemplificada com o trabalho de Santos
et al., (2011) que realizaram a confirmacdo de hibridos interespecificos de Passiflora
para uso ornamental, obtidos por meio de cruzamentos entre P. sublanceolata e P.
foetida, com apenas um loco de microssatélite.

No entanto, os estudos com marcadores microssatélites envolvendo espécies do
género Passiflora ainda sdo incipientes, visto que ha escassez desses marcadores
especificos para estas espécies. O limitado uso dos SSR em estudos envolvendo
maracujazeiros provavelmente estd associado a necessidade de caracterizagdo prévia do

genoma da espécie a ser estudada (Ferreira & Gratapaglia, 1996).



35

Tendo em vista esta necessidade, foram desenvolvidos e caracterizados
marcadores microssatélites para P. edulis f. flavicarpa (Oliveira, 2006), P. alata (Padua
et al., 2005), P. cincinnata (Cerqueira-Silva et al., 2012) e P. contracta (Caze et al.,
2012). A obtencdo desses primers permitiu a realizacdo de estudos em varios campos da
genética, ndo apenas para estas quatro espécies, mas também de espécies silvestres do
género Passiflora por meio da transferibilidade de primers, incluindo genética da
conservacao e teste de paternidade.

A transferibilidade de primers microssatélites entre espécies relacionadas é a
consequéncia da homologia das regides flanqueadoras das repeti¢cbes microssatélites.
Portanto, é possivel aplicar primers, denominados heterélogos, que foram
desenvolvidos para uma espécie, e emprega-los nas demais espécies do género (Ferreira
& Grattapaglia, 1996). Cerqueira-Silva et al., (2008) j& fez uso deste método testando
25 primers microssatélites desenvolvidos para P. edulis f. flavicarpa e P. alata Curtis
foi realizada e diferentes taxas de transferéncia foram observadas.

Como ndo ha marcadores microssateélites desenvolvidos para P. trintae, uma
alternativa para acessar as regides do genoma € estimar a variabilidade genética é

através de amplificacdo cruzada.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Estabelecer iniciativas de pesquisa que dé suporte a conservagéo e pré-melhoramento do
maracujazeiro ‘de flor vermelha’; tendo por base 0 emprego de descritores reprodutivos

da biologia floral, capacidade de estaqueamento e por marcadores‘moleculares.

OBJETIOS ESPECIFICOS

e Avaliar a biometria floral e a fenologia reprodutiva do maracujazeiro ‘de flor
vermelha’;

e Analisar o desempenho de estacas de diferentes populacbes do maracujazeiro
‘de flor vermelha’ para a formagdo de mudas;

e Testaramplificacdo cruzada de marcadores SSR desenvolvidos para espécies do

mesmo género de P. trintae.
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CAPITULO 1

DESCRITORES BIOMETRICOS FLORAIS E FENOLOGIA DA FLORACAO E
FRUTIFICAC}AO DO MARACUJAZEIRO ‘DE FLOR VERMELHA’ (P. trintae
Sacco)

Danilo dos Santos Lemos Filho®®, Ronan Xavier Correa @ e Antonio Carlos de
Oliveira®

@ Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia, Departamento de Ciéncias Naturais, CEP 45.083-900,
Vitéria da Conquista, BA, Brasil. E-mails: danilolemos_dm@hotmail.com, ancaol1@yahoo.com.br; @
Universidade Estadual de Santa Cruz, Departamento de Ciéncias Bioldgicas, CEP 45662-000 - Ilhéus,

BA, Brasil. E-mail: ronanxc@uesc.br

Resumo: O objetivo do presente trabalho foi de caracterizar, em uma populacdo natural
de Passiflora trintae Sacco, a morfologia floral e os estadios fenologicos quanto aos
picos de floragdo e taxa de frutificagdo. As avaliagdes foram quinzenais em 15
individuos de P. trintae entre 0os meses de junho a novembro de 2012. A populacdo
natural de plantas empregada no presente-estudo localiza-se no municipio de Vitéria da
Conquista, Estado da Bahia. Identificou-se forte associacdo de temperatura sobre os
eventos fenoldgicos de producao floral guanto a taxa de florescimento (r = 0,94; p =
0,003) e o pico de florescimento (r = 0,87; p = 0,023). As analises de correlacdo da

precipitacdo pluviométrica foram positivas com relacdo a taxa de botdes florais (r

0,87; p = 0,02), taxa de florescimento (r = 0,92; p = 0,008) e pico de florescimento (r
0,96; p = 0,0010). A descricdo da biometria floral, relatada no presente estudo, podera
subsidiar futuros estudos relacionados ao melhoramento e conservagéo de germoplasma
de maracujazeiro ‘de flor vermelha’. Os resultados de fenologia da floragdo e
frutificacdo permitiram concluir a interferéncia dos fatores ambientais sobre 0s mesmos,

com forte correlacdo positiva da temperatura e precipitacdo pluviométrica.

Palavras-chave: Passiflora trintae, fenologia, morfologia floral
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Abstract: The objective of this study was to characterize, in a natural population of
Passiflora trintae Sacco, floral morphology and growth stages as the flowering peaks
and fruit set. The natural population of plants used in this study owned by spot of
occurrence of the species located in the municipality of Vitoria da Conquista, southwest
of the state of Bahia. It was possible to identify a strong association of temperature on
phenology of floral production and the flowering rate (r = 0.94; p = 0.003) and the peak
flowering (r = 0.87; p = 0.023). Correlation analysis of rainfall were positive regarding
the rate of flower buds (r = 0.87; p = 0.02), flowering rate (r = 0.92; p = 0.008) and peak
flowering (r = 0.96; p = 0.0010). The data related to the floral morphological
characterization will be essential to facilitate future studies related to the improvement
and conservation of germplasm, and the results have concluded the interference of
environmental factors on phenology of floral production ‘under strong positive
correlation between temperature and rainfall.

Key words: Passiflora trintae, phenology, floral morphology

INTRODUCAO

A familia Passifloraceae compreende 17 géneros e mais de 600 espécies
distribuidas nas regiGes tropicais e subtropicais do mundo (Souza; Meletti, 1997). O
género considerado mais importante é o Passiflora por possuir espécies com valor
econbmico e por conter 0 maior nimero de espécies (Cervi et al., 2010). Diversos
autores descrevem que o género Passiflora apresenta uma ampla variabilidade genética
inter e intraespecifica e que o Brasil é considerado como um dos principais centros de
diversidade deste género (Ferreira et al., 2005; Alexandre et al., 2004; Faleiro et al.,
2005).

A ampla variabilidade destas espécies de maracujazeiro pode ser considerada
como campo de pesquisa promissor a ser explorado em varias vertentes do
melhoramento genético de plantas (Ganga et al., 2004). O pré-melhoramento
corresponde a uma etapa precursora do melhoramento propriamente dito. As atividades
de pré-melhoramento estdo relacionadas com o enriquecimento da variabilidade
genética util disponivel das espécies de interesse por meio de acOes de prospeccdo de

genotipos, conservacdo de recursos genéticos e caracterizacdo da diversidade genética
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por meio de aspectos morfoldgicos, fenoldgicos e por marcadores moleculares (Faleiro
et al., 2005). O emprego de muitas espécies de maracujazeiro se da para fins
alimentares, medicinais e/ou ornamentais (Souza & Meletti, 1997). No que tange ao
potencial ornamental das flores de Passiflora, as mesmas despertam interesse por sua
beleza com formatos e cores impares (Abreu et al., 2009). A Embrapa obteve o hibrido
RBS Rubiflora a partir de cruzamentos inter especificos das espécies silvestres de
Passiflora coccinea, de flores vermelhas, e Passiflora setacea, de flores brancas,
visando o cultivo para ornamentacao em cercas, pérgulas ou muros (Braga et al., 2007).
A riqueza oferecida pelas espécies nativas e pelas variedades silvestres podem
apresentar caracteristicas de interesse a serem utilizadas na_.obtencdo de hibridos
interespecificos possibilitando ganhos agronémicos para todos gostos e ambientes
(Vanderplank et al, 2003; Peixoto, 2005). Santos et.al., (2012) obtiveram novos
hibridos de Passiflora a partir de cruzamentos entre duas espécies silvestres, a P. foetida
e P. palmeri. Os hibridos Passiflora alva, Passiflora aninha e Passiflora priscilla
diferem-se dos seus genitores por possuir caracteristicas florais mais vistosas, com
maior nimero de filamentos da corona, além de pétalas e sépalas maiores.

O conhecimento dos padrdes-fenoldgicos e da morfologia floral sdo pontos
fundamentais para a compreensdo da biologia reprodutiva da espécie e base para o
desenvolvimento de programas de melhoramento genético, pois podem fornecer
informacdes sobre o comportamento das-plantas com relacéo as diversas forcas seletivas
determinadas pelo” ambiente, permitindo selecionar aquelas produtoras de maior
guantidade e qualidade quanto ao nimero de flores, folhas e frutos (Maués et al., 2002).

Algumas espécies silvestres que apresentam tanto interesse econdmico como
ecoldgico, tém  sua sobrevivéncia ameacada devido reducdo das areas florestais,
ocasionada por agbes antrOpicas, a exemplo das altas taxas de desmatamento que
acometem de forma generalizada as regides tropicais (Bernacci et al., 2005).

O maracujazeiro ‘de flor vermelha’ (Passiflora trintae Sacco) é um exemplo de
espécie silvestre com potencial ornamental e cuja ocorréncia esta sendo afetada por
acOes antropicas que contribuem com a perda da diversidade genética por conta da
formagéo de pastagens, remocdo da biomassa vegetal para a produgdo de energia,
gueimadas indiscriminadas, etc (Queiroz et al., 1992). Poucos trabalhos (Bonfim-Silva
et al., 2009; Cerqueira-Silva el al., 2010; Lemos Filho et al., 2013; Meira Souza, et al.,

2014) foram realizados com o maracujazeiro ‘de flor vermelha’ que foi descrito pela
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primeira vez por José da Costa Sacco em 1966 e nomeado ap6s Zomar Trinta, um
botanico brasileiro. A planta é caracterizada botanicamente como trepadeira glabra, de
caule cilindrico, com folhas profundamente trilobadas e de base subcordada (Cervi,
1997). Os botdes florais do maracujazeiro “de flor vermelha” apresentam um formato
diferenciado, lembrando a balBes tipicos da festa de S&o Jodo, festa religiosa/social
comum no Norte de Minas Gerais e na Bahia, bem como em todo o Nordeste (Meira
Souza et al., 2014). No Planalto da Conquista, regido do sudoeste baiano, ha ocorrécia
natural desta espécie. Esta regido € caracterizada por possuir fragmentos de mata de
cipo, bioma de transicdo entre caatinga, cerrado e mata atlantica (Rebolsas et al., 2006).
O objetivo do presente trabalho foi de caracterizar, em uma-populacdo natural de
Passiflora trintae Sacco, a morfologia floral e os estadios fenolégicos quanto aos picos

de floracéo e taxa de frutificagéo.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado no municipio de Vitoria da Conquista, regido sudoeste do
Estado da Bahia, localizada 14° 53”03 de latitude e 40° 48” 35” de longitude a uma
altitude média de 923m. O clima do municipio de Vitéria da Conquista é considerado
como tropical de altitude com temperatura média de 20°C e pluviosidade média de
717mm (INMET).

Para a caracterizagdo das condigdes meteoroldgicas ocorridas durante o
experimento; foram obtidos dados climaticos de pluviosidade e temperatura a partir do
banco de .dados’ do Instituto Nacional de Meteorologia (INMET), Estacdo
Meteoroldgica da Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia (UESB) que dista, em

média, 8 quildmetros do local em que a populagdo de plantas se encontra.

Descritores Florais

Para a definicdo da biometria floral, foram avaliadas 72 flores em antese de 41
plantas com uma distancia minima de 20 metros uma das outras. Foi-se mensurado com
paquimetro digital da marca Starret®, a partir de material fresco, as seguintes
caracteristicas florais: comprimento do pedunculo (CP), desde a inserc¢éo no receptaculo

da flor até a insercdo no caule; comprimento da bréctea (CB); largura da bractea (LB);
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comprimento das sépalas (CS), desde a insercdo na flor até o apice; largura das sépalas
(LS); comprimento das pétalas (CPE), desde a inser¢do até o apice; largura das pétalas
(LP); diametro da corona (DC); comprimento do androginoforo (CA); comprimento da
antera (CAN); largura da antera (LA); comprimento e largura do estigma (CE e LE);
comprimento do estilete (CES); comprimento do filete (CF); comprimento do ovério
(CO) e largura do ovario (LO).

Foram atribuidos caracteres qualitativos referentes a coloracdo de pecas florais
determinada no campo pela sua comparacdo visual com padrdes existentes em cddigos
da tabela de cores de Munsell (Munsell, 1994) que determina o Matiz (Comprimento de
onda da luz), Valor (brilhou tonalidade) e Croma (Intensidadeou pureza da cor em

relacdo ao cinza).

Estudo Fenolégico

Para o estudo fenologico foram  realizadas avaliagbes quinzenais em 15
individuos de maracujazeiro ‘de flor vermelha’,’de junho a novembro de 2012. Os
eventos fenoldgicos foram observados de acordo com Souza et al., (2012) para os
botBes florais, flores e frutos. Para cada més, o numero de flores, quando presentes, foi
registrado estimando-se a taxa de botdes florais, a taxa de florescimento (razéo entre o
namero total de flores em antese e.o.ndmero de individuos analisados) e o pico de
florescimento que corresponde ao maior nimero de flores em antese observada no més
de avaliacdo. Além das observacdes relacionadas a floracdo, foi determinado, para cada
més, a taxa de frutificacdo (razdo entre o nimero total de frutos com o nimero de
individuos avaliados) e o pico de frutificacdo, compreendendo desde os frutos imaturos
até os maduros. Para verificar a normalidade da distribuicdo dos dados utilizou-se o
teste de Shapiro-Wilk (o = 0,05). Como os dados apresentaram distribui¢do normal
(dados ndo apresentados), a relacdo dos eventos fenologicos foram correlacionados com
os dados meteoroldgicos de temperatura e precipitacdo utilizando a correlacdo de
Spearman (rs). As andlises foram realizadas por meio do software estatistico BioEstat
5.3 (Ayres et al, 2008).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A flor do maracujazeiro ‘de flor vermelha’ possui pedinculo com tamanho
médio de 29,14mm, em tons de verde-musgo oscilando entre claros e escuros (2.5 GY
214 — 7.5 GY 2/6). A bréctea apresenta uma coloracdo avermelhada (5 R 4/14) com
comprimento medio de 14,71mm e largura média de 8,20mm. As sépalas que tem como
principal funcdo a protecdo do botdo floral, compdem as partes mais externas da flor
para formar o calice. O comprimento médio da sépala € de 36,66mm e largura média de
7,25mm. A corola, que por sua vez é o conjunto de pétalas, apresenta variacdes
discretas quanto aos tons de vermelho (5 R 4/14 — 34 R 4/12). O comprimento médio
das pétalas é de 35,26mm e largura de 8,06mm. Como nédo ha distingdo com relacdo a
coloragdo e forma das estruturas de calice e corola, a_flor do maracujazeiro ‘de flor
vermelha’ pode ser classificada como homoclamidea com pétalas e sépalas lanceoladas
e oblongas.

A corona € uma caracteristica peculiar do género Passiflora. Apesar de ndo se
conhecer com precisdo a sua origem, acredita-se ser derivada de sépalas e pétalas
formando os diversos filamentos de cores vivas e atraentes (Vanderplank, 2000). Esta
estrutura é responsavel pela atracao de polinizadores, além de nos chamar a atencdo por
sua beleza. O diametro médio da corona ccorresponde a 4,77mm e sua coloracdo €
violeta (5 RP 3/12) na base e com apice-branco.

O comprimento médio do androginéforo é de 22,63mm, sendo um eixo que
sustenta 0 androceu. e gineceu e, por estar associado a um compartimento que contém o
disco nectarifero, a determinacdo do tamanho do mesmo contribuir na inferéncia de que
tipos de polinizadores costumam ser atraidos (Cervi, 1997).

As médias de comprimento e largura das anteras sao de 7,49mm e 2,25mm
respectivamente, além de ser verde-claro (10 GY 7/16) na face adaxial. O estigma é
verde-oliva (10 GY 9/10) com comprimento de 2,7mm e largura 2,91mm. A haste que
liga o0 estame ao receptaculo da flor, o filete, possui comprimento de 10,73mm e largura
1,18mm. O estilete, tubo que liga o estigma ao ovario, tem comprimento médio de
9,32mm e 1,07mm de largura. O ovério é oblongo e verde (10 GY 7/16) e possui
6,14mm de comprimento e 2,70mm de largura.

A Passiflora coccinea que é também uma outra espécie de maracujazeiro

silvestre, compartilha algumas caracteristicas fenotipicas florais com o maracujazeiro
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‘de flor vermelha’, principalmente a coloragdo avermelhada das sépalas e pétalas. Paiva
et al., (2014) descrevem a morfologia floral da P. coccinea com relacdo ao
comprimento da pétala (42,28mm), largura da pétala (13,16mm), comprimento da
sépala (42,50mm), largura da sépala (15,45mm) e diametro da corona (57,49mm). Os
valores médios das caracteristicas florais observadas do maracujazeiro ‘de flor
vermelha’ (Tabela 1) ndo se diferenciam tanto quanto os da Passiflora coccinea, pois
apresentam flores ligeiramente menores. O didmetro da corona € o caracter contrastante
entre estas duas espécies, sendo que a P. trintae tem um valor médio muito inferior se
comparado ao da P. coccinea. Esta Gltima caracteristica, cujo contraste e descrito nesta
pesquisa, pode vir ser empregado em estudos morfoldgicos quantitativos e qualitativos
com vistas a revelar o grau de parentesco entre as espécies e definir grupos taxondémicos

a partir de andlises multivariadas (Macdougal; Feuillet, 2004).



Tabela 1. Valores médios de descritores morfoldgicos florais de P. trintae.

Caracteristicas Morfolégicas Florais

CP CB LB CS LS CPE LP DC CA CAN LA CE LE CES CF CO LO

(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (Mm) (MmMm) (mm) (mm) (mm) (mm) (Mmm) (MmMm) (mm) (mm) (mm) (mm)
Maximo 50,12 20,25 13,84 48,75 846 46,7 1001 7,69 29,86 13,48 6,85 3,15 3,87 13,58 14,38 8,11 3,47
Minimo 165 759 415 2277 473 27,18 5,42 2,25 1452 5,89 1,36 1,25 1,37 6,42 6,02 3,43 1,73
Média 29,14 1487 826 3705 688 36,10 7,29 478 2290 7,57 225 242 2,41 9,84 10,73 6,14 2,70
Desvio
Padrao 6,66 2,66 188 499 084 450 0,84 122 < 435 1,07 067 0,38 0,42 1,51 1,62 0,93 0,34
CV (%) 2284 1788 22,75 1346 1217 1248 1157 2553 1898 1420 2993 1578 1759 1534 1513 1513 12,58
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CP = Comprimento do Pedlnculo, CB = Comprimento.de Bractea, LB = Largura da Bractea, CS = Comprimento de Sépala, LS = Largura de Sépala, CPE = Comprimento de
Pétala, LP = Largura de Pétala, DC = Diametro da Corona, CA = Comprimento da Androginéforo, CAN = Comprimento da Antera, LA = Largura da Antera, CE =
Comprimento do Estigma, LE = Largura da Estigma, CES = Comprimento do Estilete, CF = Comprimento do Filete, CO = Comprimento do Ovario, LO = Largura do Ovario.
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Estudos exploratorios relacionados com a caracterizagdo morfoldgica, dentro do
ambito do pré-melhoramento, permite ao melhorista explorar a diversidade, podendo
realizar introgressdo de alelos favoraveis de outras espécies mediante emprego de
cruzamentos interespecificos, de modo a se perseguir hibridos ornamentais. O
maracujazeiro “de flor vermelha” é um representante potencial do género Passiflora
para ser utilizado em cruzamentos interespecificos j& que, recentemente, Meira-Souza
(2014) estabeleceu 0 numero cromossdmico de 2n = 18, sendo que este numero
cromossémico € igual ao de outras espécies com flores de cor branca, como a Passiflora
edulis e Passiflora setacea, o que demonstra possivel compatibilidade genética e
obtencdo de hibridos com flores de diferentes formas, cores e<tamanhos. Detectar e
descrever variantes morfométricos em espécimens de maracujazeiro ‘de flot vermelha’,
como no presente estudo, portanto, concorre para 0S mesmos poderem vir mais a frente
serem utilizados em cruzamentos dirigidos com espécies de flor-branca.

Para a discussdo dos estudos fenoldgicos, cabe salientar que para se obter
informacBes mais incisivas sobre o ciclo fenoldgico da espécie em estudo, era previsto o
acompanhamento do ciclo reprodutivo de no minimo doze meses. Entretanto, de acordo
com as abordagens feitas na introdugdo, as areas de-estudo destes individuos estavam
com a sobrevivéncia ameacada por agdes antropicas. O que justifica a obtencdo dos
dados de apenas seis meses foi a perda do material biolégico em funcdo de queimadas
para a criacdo de pastagens e para a construcao civil.

Durante o periodo de estudo, de junho a novembro de 2012, a temperatura média
anual foi de 20,3 °C."As médias mensais extremas de temperatura em periodo de
avaliacdo.ocorreram em agosto (11,2°C) e novembro (27,8°C). A pluviosidade média foi
de 43,85mm, sendo que, dentre os meses de avaliacdo, 0 més de novembro foi o que
apresentou o maior nivel de precipitacdo e o més de agosto o menor nivel de

precipitacdo (Tabela 2).
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Tabela 2. Dados climaticos referentes aos valores médios de temperatura e precipitacdo

mensurados durante o experimento.

Més ,T_emp. Temp. Maxima  Temp. Média Precipitacio

Minima (°C) (°C) (°C) (mm)

Junho/ 2012 12,2 23,3 18,4 23,2
Julho/ 2012 11,3 22,8 17,8 21,6
Agosto/ 2012 11,2 23,4 17,6 14,6
Setembro/ 2012 12,3 25 18,8 21,5
Outubro/ 2012 14,2 27 20,7 49,7
Novembro/ 2012 15,1 27,8 215 132,5

A partir da avaliagOes realizadas, foi observado que-as plantas produzem um
numero elevado de flores e botdes florais no més de novembro que se configura como
um periodo comum a ocorrer precipitacdo e aumento_ da temperatura na regidao. O maior
pico de florescimento foi de sete flores em uma’so planta no més de novembro, e a
maior incidéncia de frutos foi contabilizada no més de outubro com taxa de frutificacdo
de 3,57 frutos/planta (Tabela 3).
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Tabela 3. Taxa de botdes florais, Taxa de florescimento, Pico de florescimento, Taxa de frutificacdo e Pico frutificagdo de plantas de

maracujazeiro ‘de flor vermelha’ (P. trintae). Vitdria da Conquista — BA, 2012.

Més Taxa de BotGes Florais Taxa de Florescimento Pico de Florescimento  Taxa de Frutificacdo Pico de Frutificacéo
Junho/Ano 3,5 0,3 2 2,2 10
Julho/Ano 2,5 0,2 2 1,6 9
Agosto/Ano 0,53 0,13 2 0,33 2

Setembro/Ano 8,4 0,13 1 0,8 5
Outubro/Ano 1,93 0,67 4 7 55
Novembro/Ano 18,93 0,93 7 1,47 9

Média 5,96 0,39 3 2,23 15
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Por meio da anélise de correlacdo (Tabela 4), foi possivel identificar que ha
interferéncia dos fatores ambientais sobre os eventos fenoldgicos de producdo floral.
Houve uma forte correlacdo positiva da temperatura com relacdo a taxa de
florescimento (rs = 0,94; p = 0,003) e o pico de florescimento (rs = 0,87; p = 0,023)
(Figura 1). Observou-se que quanto maior a temperatura, maior é a influencia na
producdo de botdes florais e flores em antese. Espécies do género Passiflora exigem
uma maior quantidade de luminosidade e temperatura para o florescimento (Faleiro et
al., 2005), o que justifica de a florada ocorrer em meses do ano quando a temperatura
meédia se eleva.

De um modo geral, a temperatura e a precipitacdo interferem na atividade
fotossintética da planta, que por sua vez favorece o desenvolvimento vegetativo e
reprodutivo, mas no presente estudo ndo houve correlacdo-de temperatura com a taxa de
frutificagdo (rs = 0,51; p = 0,30) e picos de frutificacdo (rs-=:0,52; p = 0,28). Estes
registros podem sugerir uma vantagem adaptativa dos frutos por perdurar em ciclos
mais longos se comparados aos botBes florais, perpassando por meses secos e frios para
se tornar um recurso disponivel para a fauna residente local (Machado et al.,2007).

A partir da anélise de correlacdo, também foi possivel verificar a forte
associacdo da precipitacdo sobre a taxa de botdes florais (rs = 0,87; p = 0,02), taxa de
florescimento (rs = 0,92; p ='0,008) e pico de florescimento (rs = 0,96; p = 0,0010)
(Figura 2 Vocé chama.de Figura 2. Padronizar). Esta correlacdo expressiva indica que a
produgdo de flores ‘do maracujazeiro ‘de flor vermelha’ esta principalmente relacionada

com periodos.de maior precipitacdo pluviométrica.

Tabela 4. Correlacdo de Spearman entre os dados fenoldgicos observados com a

temperatura e precipitacéo.

Variaveis Temp. Média°C Precipitacdo (mm)
Taxa de Botdes Florais r =0,69ns r=0,87*
Taxa de Florescimento r =0,94* r=0,92**
Pico de Florescimento r=0,87** r=0,96**
Taxa de Frutificacdo r=0,51ns r=0,11ns

Pico de Frutificacéo r=0,52ns r=0,12ns
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Obs.: ** significativo a 1%; * significativo a 5%, ns — ndo significativo

Pelos resultados fenoldgicos apresentados, pode-se considerar que o0
maracujazeiro ‘de flor vermelha’ é uma planta com potencial a ser utilizado como
genitora em programas de melhoramento genético por florescerem e frutificarem em
boa parte do ano. De acordo com o periodo de avalicdo, o &pice da fase reprodutiva
desta espécie inicia-se no periodo chuvoso com a floragdo e termina na estacdo seca
com o amadurecimento de seus frutos.

A caracterizacdo da morfologia floral e os atributos fenoldgicos relacionados
com a produtividade floral e de frutos sdo informacdes importantes para identificar
fontes de variabilidade para a selegcéo de plantas com potencial ornamental.
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Figura 1. Representacdo grafica da correlacdo entre os dados fenoldgicos de pico de

florescimento e taxa de florescimento com a temperatura média.
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Figura 2. Representacdo grafica da correlacdo_entre os dados fenologicos de pico de

florescimento e taxa de florescimento com a temperatura média.

CONCLUSAO

Accaracterizacdo morfologica floral € essencial para subsidiar futuros trabalhos
relacionados a0 melhoramento e conservacao de germoplasma. A fenologia reprodutiva
do maracujazeiro ‘de flor vermelha’ apresenta influéncias de temperatura e precipitacao

pluviométrica quanto as suas taxas de botdes florais e de florescimento.
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CAPITULO 2

DESEMPENHO DE SUBSTRATOS NO DESENVOLVIMENTO DE ESTACAS
DE MARACUJAZEIRO DA FLOR VERMELHA (Passiflora trintae Sacco)
Danilo dos Santos Lemos Filho™™, Ronan Xavier Correa @ e Antonio Carlos de

Oliveira®

@ Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia, Departamento de Ciéncias Naturais, CEP 45.083-900,
Vitdria da Conquista, BA, Brasil. E-mails: danilolemos_dm@hotmail.com, ancaoll@yahoo.com.br; @
Universidade Estadual de Santa Cruz, Departamento de Ciéncias Bioldgicas, CEP 45662-000 - Ilhéus,
BA, Brasil. E-mail: ronanxc@uesc.br

Resumo: A cultura do maracuja é relativamente bem dotada de estudos sobre o uso de
substratos alternativos, que possibilitem a formacdo de mudas obtidas vegetativamente
com qualidade e com custo reduzido. Contudo, em se tratando de maracujazeiros
silvestres, em cujo o foco é a conservagdo de plantas, pouces séo os trabalhos relatados.
O presente trabalho teve como objetivo o de avaliar o crescimento vegetativo de duas
populagdes de maracujazeiro ‘de flor vermelha’ obtidas por estaquia em substratos de
terra com esterco, areia lavada e‘vermiculita. O experimento foi conduzido no periodo
de 03/08/2014 a 03/11/2014 em casa de vegetacdo da Universidade Estadual do
Sudoeste da Bahia — _campus de Vitoria da Conquista — BA. O delineamento
experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, sendo que gendtipos das duas
populacdes de plantas foram avaliadas em trés épocas (30, 60 e 90 dias) quanto a cinco
variaveis atreladas a sobrevivéncia e crescimento vegetativos. Foi possivel determinar
que os substratos testados nesse trabalho influenciaram sensivelmente a performance
das estacas de P. trintae. E provavel que a capacidade de retencdo de &gua de cada
substrato aliado as caracteristicas intrinsecas que regulam o fluxo de agua e nutrientes
para as estacas possam ter influenciado os resultados. A vermiculita foi o substrato que
apresentou as maiores porcentagens de sobrevivéncia de estacas para as trés épocas de
avaliacdo, além de, no geral, ter uma melhor performance para as demais variaveis em
estudo. Adicionalmente, foi possivel selecionar gendtipos considerados superiores por

apresentar maior potencial para o enraizamento e vigor vegetativo.

Palavras-chave: Propagacédo vegetativa, estaquia, substrato, melhoramento genético
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Abstract: The passion fruit crop is relatively well endowed with studies on the use of
alternative substrates, enabling the formation of seedlings produced vegetatively with
quality and cost. However, in the case of wild vines under whose focus is the
conservation of plants, there are few studies reported. This study aimed to evaluate the
vegetative growth of two populations of passion 'red flower' from cuttings in soil
substrates with manure, washed sand and vermiculite. The experiment was carried out
from 08/03/2014 to 11/03/2014 in the greenhouse at the State University of Southwest
Bahia - campus Vitéria da Conquista - BA. The experimental design was completely
randomized, and genotypes of the two populations of plants were evaluated in three
periods (30, 60 and 90 days) on five variables linked to survival and vegetative growth.
It was determined that the substrates tested in this work-significantly influenced the
performance of the cuttings of P. trintae. It is likely.that the water retention capacity of
each substrate coupled to the intrinsic characteristics which regulate the flow of water
and nutrients to the pegs may have influenced the_results. The vermiculite was the
substrate that had the highest percentages of survival stakes for the three evaluation
periods, and, in general, perform better for the other study variables. Additionally, it
was possible to select genotypes considered superior due to its greater potential for
rooting and vegetative vigor.

Keywords: Vegetative propagation, cutting, substrate, breeding

INTRODUGAO

A familia Passifloracea é nativa das regides tropicais e subtropicais e 0 género
Passiflora, com cerca de 600 espécies (McDougal, 2007), sendo numérica e
economicamente mais importante desta familia. O Brasil é considerado como centro de
diversidade de espécies do género Passiflora, possuindo uma ampla variabilidade
genética, o que favorece ao sucesso em programas de melhoramento genético (Ganga et
al., 2004). Alguns autores descrevem que essa diversidade de espécies de maracuja no
Brasil oferece um potencial a ser explorado em diferentes vertentes do melhoramento
genético de plantas (Ferreira et al., 2005; Alexandre et al., 2004; Faleiro et al., 2005).

O cultivo do maracujazeiro ‘amarelo’ (P. edulis) no Brasil proporciona bons

rendimentos econdmicos ao pais, pois 0 mesmo é considerado como maior produtor e
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exportador mundial da fruta (Borges et al., 2005). Existe consideravel volume de
pesquisa de formacdo de mudas, no caso obtidas de sementes, para esta cultura (Meletti,
2002; Manica & Oliveira, 2005; Negreiros et al., 2006). Contudo, estudos da eficiéncia
de substratos no pegamento de estaquias de passifloras silvestres, sdo poucos. Isto inclui
(resumir e citar as obras que atendem a este ponto).

A maioria das pesquisas com maracujazeiros estdo voltadas as espécies
cultivadas e, principalmente a P. edulis. Entretanto, existem varias espécies silvestres de
maracujazeiro com potencial agrondmico, em que as pesquisas sobre as mesmas
continuam incipiente. E o caso do maracuja ‘de flor vermelha’ (Passiflora trintae
Sacco), cuja espécie tem uma distribuicdo geogréfica restrita, abrangendo as regides do
norte do Estado de Mina Gerais e sudoeste da Bahia (Nunes & Queiroz, 2006) e com
potencial ornamental (Meira-Souza, 2014). Faz-se necessario. um apelo para a
conservacdo deste recurso genético ainda ndo explorado em pesquisas de
melhoramento, que se encontra ameacado por alteragdes causadas pelo homem, em
funcdo da reducdo de seu habitat por formacdo de pastagens, queimadas
indiscriminadas, construcdo civil e remogdo da biomassa vegetal para a producdo de
energia (Bernacci et al., 2005).

O conhecimento relacionado as-caracteristicas biologicas e ecoldgicas, bem
como a caracterizacao da base genética sdo informac6es importantes para a conservagdo
e uso da variabilidade das espécies, por conseguinte as espécies que apresentam
reduzida distribuicdo e, ou estdo em vias de extingdo merecem atencdo especial. A
técnica da estaquia pode ser Util para propagar genotipos que se encontram ameagados
em seu hdbitat natural, aléem de selecionar aqueles com caracteristicas de interesse
agrondmico (Bernacci et al., 2005; Scherer, 2014).

S80 escassos 0s estudos voltados para o desenvolvimento de mudas do
maracujazeiro ‘de flor vermelha’ por estaquia (Bonfim et al., 2009). Entretanto, para a
obtencdo de plantas com padrdes de qualidade desejados, é essencial compreender 0s
métodos viaveis para a sua propagacao.

Para se obter éxito na producdo de mudas um dos principais fatores para se levar
em consideracdo € o uso de bons substratos, com caracteristicas fisico-quimicas ideais
para o0 enraizamento e desenvolvimento inicial (Silva et al., 2001). O substrato poder ser
formado por matéria-prima de origem animal, organica ou sintética, composto de um s6

material ou de diversos materiais em misturas. De acordo com Meletti (2011) ndo existe
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um padrdo ou consenso para o tipo de substrato que se deva utilizar para a producéo de
mudas para um determinada espécie. Com o uso de substratos adequados ou da melhor
mistura destes podera contribuir para a formacdo de mudas de qualidade superior (Silva
etal., 2001).

O objetivo do presente trabalho foi de avaliar o crescimento vegetativo de duas
populagdes de maracujazeiro ‘de flor vermelha’ obtidas por estaquia em substratos de

terra com esterco, areia lavada e vermiculita.

MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi realizado no municipio de Vitéria da Conquista - BA,
cujas coordenadas geogréaficas sdo latitude 14° 53’ 03”.e longitude 40° 48 35” na
Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia (UESB) em-casa de vegetacdo. O
experimento foi conduzido em bancadas de madeira localizadas sob telado de nylon,
tipo sombrite, com 50% de luminosidade: O periodo de execucdo do experimento
ocorreu de 03/08/2014 a 03/11/2014.

As estacas foram coletadas de 54 gendtipos de P. trintae distribuidos em duas
populacOes situadas em pontos extremos da cidade. A primeira populacdo estéa situada
ao sul, com vegetacdo predominante de mata de cipd, bioma de transicéo entre caatinga
e cerrado, por possuir.uma cobertura vegetal alta, fechada com muitas lianas, epifitas e
musgos. Enquanto“que a segunda populacdo estd localizada ao nordeste da cidade,
abrangendo a-regido de caatinga, que se caracteriza por areas com cobertura vegetal
rasteira e deficiéncias hidricas.

As porgdes medianas dos ramos das plantas foram coletadas e levadas a casa de
vegetacdo, onde foram seccionadas, na posicdo mediana do ramo, desprezando somente
a parte apical reduzindo-as em estacas de aproximadamente 15 cm contendo entre dois a
trés nds. Nessas estacas, foram mantidas duas folhas reduzidas a metade de seu tamanho
original e eliminadas as gavinhas das axilas das folhas. Foi feito um corte bisel na base
de cada estaca a fim de propiciar a formacdo de um tecido cicatricial para estimular a
formacgéo de raiz. No intervalo compreendido entre a coleta e o preparo das estacas,
cerca de trés horas, 0os ramos foram mantidos com suas bases imersas em agua. Apos 0
preparo, as estacas foram colocadas individualmente em sacolas de polietileno preto de

dimensdo 15 x 10 cm preenchidas com substratos (Figura 1).
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Os substratos utilizados foram areia lavada, vermiculita e mistura de terra com
esterco na proporcao de 1:1.

O suprimento hidrico para as mudas foi realizado diariamente, preferencialmente
no periodo matutino, por meio de regadores até umedecer por completo os substratos

das mudas.

Figura 1 — Estacas de maracujazeiro ‘de flor vermelha’ no substrato de areia lavada em

casa de vegetacdo, UESB, campus de Vitdria da Conquista — BA.

As avaliacdes foram realizadas aos 30, 60 e 90 dias apo6s a montagem do
experimento, sendo que as estacas foram avaliadas quanto as seguintes caracteristicas:
Taxa de sobrevivéncia [TS, expressa em porcentagem (%)], nimero de brotos (NB),
comprimento de brotos (CB), numero de folhas (NF) e comprimento de folhas (CF;
mensurado da base do peciolo ao &pice da lamina foliar). Todas as determinacGes
métricas foram realizadas por meio de um paquimetro digital da marca Starret®.

Durante a conducdo do experimento, foi realizado o controle de plantas
daninhas, por meio de arranque manual para que ndo influenciassem no
desenvolvimento das estacas.

Como ainda ndo ha conhecimento sobre a capacidade de estaqueamento in
natura da espécie em estudo, ndo foram utilizados quaisquer tipos de fitoreguladores, a
fim de que se possa compreender o desenvolvimento da estaca sem a interferéncia de

produtos que alterem o comportamento fisioldgico.
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O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, sendo que
gendtipos das duas populagdes de plantas foram avaliadas em trés épocas (30, 60 e 90
dias). Os dados das cinco variaveis foram submetidos previamente a transformagéo \x +
0,5 antes de serem submetidos a analise de variancia (ANAVA), empregando-se 0
software Assistat® — verséo 7.7.

Para verificar a normalidade da distribuicdo dos dados utilizou-se o teste de
Shapiro-Wilk (a = 0,05). Como parte dos dados nao apresentaram distribuicdo normal
(dados ndo apresentados), os dados foram submetidos a analise de variancia paramétrica
e ndo paramétrica (o = 0,05), a depender do caso; a fim de se verificar a existéncia de
desempenho diferencial dos substratos, das épocas de avaliacdo e, ainda, quanto a
variabilidade genética entre as populacdes. ANAVAS paramétrica e ndo parametrica,
quando significativas, foram sucedidas por testes de comparacao de médias paramétrico
(Nome) e ndo paramétrico (nome), ambos a (o = 0,05).

Para verificar a normalidade da distribuicdo dos dados utilizou-se o teste de
Shapiro-Wilk (o = 0,05). Como parte dos dados ndo.apresentaram distribui¢do normal
(dados ndo apresentados), os dados foram submetidos a analise de variancia paramétrica
e ndo paramétrica (o = 0,05), a depender do caso; a fim de se verificar a existéncia de
desempenho diferencial dos substratos, das épocas de avaliacdo e, ainda, quanto a
variabilidade genética entre as populacdes. ANAVAS paramétrica e ndo parameétrica,
quando significativas, foram sucedidas por testes de comparacdo de médias paramétrico
(teste T ou teste de Scott & Knott) e ndo paramétrico (Mann-Whitnney), ambos a a =
0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As varidveis analisadas nao apresentaram uniformidade de varidncia, nem
distribuicdo normal. Por esta razdo, foi realizada transformacdo de dados para que
proporcionasse as condi¢@es necessarias para a analise de variancia e teste de médias. A
analise de variancia indicou efeito significativo entre os diferentes tipos de substratos
para a variavel taxa de sobrevivéncia. Os maiores percentuais de sobrevivéncia,
independente da populagédo, estdo relacionados com o substrato de vermiculita,

ocorrendo variagao entre 39,96% a 57% aos 90 dias de avaliacdo (Tabela 1).
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Os genotipos das duas populacdes do maracujazeiro ‘de flor vermelha’, no
decorrer das trés épocas de avaliacdo, independente do substrato, percebeu-se elevar, de
modo efetivo, os valores das variaveis de numero de folhas e comprimento de folhas.
Estas variaveis demonstram o desenvolvimento vegetativo de parte aérea da planta, que
sdo responsaveis por ampliar o sucesso da estaquia. As gemas localizadas na base do
peciolo da estaca, ddo origem ao processo de brotacdo, intensificando posteriormente o
surgimento de folhas. As presenca de brotos e folhas sdo determinantes no enraizamento
de estacas de algumas espécies de passiflora (Meletti & Nagai, 1992).

Apesar do substrato de areia ter um desempenho razoavel quanto ao
desenvolvimento de estacas de P. trintae, os resultados estatisticos ndo o apontam como
o ideal, mesmo tendo uma boa capacidade de aeracdo e de drenagem. No entanto, o que
pode justificar o seu desempenho no presente experimento. € a escassez de nutrientes,
possuir menor capacidade de retencdo de umidade e influenciar. de modo negativo no
movimento de &gua do sistema solo-planta-atmosfera, por drenar excessivamente a
agua, ficando a parte superior da muda ressecada (Carvalho etal. 2013).

De acordo com Carvalho et al. (2013), a disponibilidade de agua no substrato é
fundamental para a sobrevivéncia e consequente formacdo de mudas provenientes de
propagacgdo vegetativa ou por sementes. A perda de 4gua é uma das principais causas de
morte de estacas antes da formacdo de raizes, pois para que haja divisdo celular, é
necessario que as células do tecido da estaca estejam targidas. Portanto, o potencial de
perda de agua de uma estaca € muito grande, seja através das folhas ou das brotacdes
em desenvolvimento, considerando que as raizes ainda ndo estdo formadas. Esse quadro
se agrava.quando se trabalha com espécies que exigem longo tempo para formar raizes e
quando sdo utilizadas estacas com folhas e/ou de consisténcia herbacea (Noberto, 1999).

Por sua vez, o substrato de Terra e Esterco apresentou 0os menores valores para
taxa de sobrevivéncia para as trés épocas de avaliacdo se comparado aos demais
substratos (Tabela 1). O que pode justificar a elevada taxa de mortalidade das estacas do
maracujazeiro ‘de flor vermelha’ neste substrato é o uso da matéria organica como
adubo. O esterco provavelmente ndo estava bem curtido no momento do uso, podendo
ter sofrido fermentacdo com a umidade fornecida pela irrigacdo. Este fator pode ter
inviabilizado a sobrevivéncia das estacas devido a a¢do de gases durante a fermentacé&o.
O esterco curtido, para muitos solos, ndo apresenta um adubo equilibrado, uma vez que

o teor de fosforo nele é muito pequeno em relacdo aos teores de nitrogénio e potassio
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(Malavolta, 1980). O fésforo é considerado como principal nutriente da adubacéo de
base, sendo um macronutriente de pouca mobilidade no solo, mas € movel nos tecidos
da planta e fica de forma concentrada nas areas ativas de crescimento. A movimentagédo
do fosforo do solo para a planta ocorre por difusdo. Ter um o6timo fornecimento de
fésforo na fase de crescimento da planta, é sinénimo de eficiente desenvolvimento dos
primordios vegetativos (Malavolta, 1980).

Braga et al., (2006) testaram diferentes tipos de substratos para trés espécies
silvestres de passiflora e verificaram que a depender da concentracao do esterco pode
alterar o pH do substrato. O pH muito &cido ou muito alcalino diminui a disponibilidade
do fosforo e também de outros nutrientes, visto que o pH do solo é o principal
responsavel pela disponibilidade de nutrientes no solo. Os problemas de deficiéncia de
fosforo nesses solos ocorrem porque os fosfatos podem tornar-se .insollveis e
inaproveitaveis para as plantas, como os fosfatos de ferro ou de-aluminio.

Além de problemas relacionados com deficiéncia de disponibilidade de
macronutrientes no substrato de Terra e Esterco, outro motivo gue pode corroborar com
seu baixo desempenho, € que, de acordo com Melo et al., (2008), algumas espécies
frutiferas do Cerrado, oriundas de-terras com baixa fertilidade ndo respondem ao
aumento da fertilidade do Substrato,” podendo ser até mesmo prejudicial ao
desenvolvimento da muda.

Diferentemente, a  vermiculita apresentou as maiores porcentagens de
sobrevivéncia de estacas para as trés épocas de avaliagdo (Tabela 1), além de promover
um bom desenvolvimento vegetativo superior ao demais substratos para as variaveis
analisadas aos 60 e 90 dias (Tabela 2). A vermiculita € um substrato pertencente ao
grupo de minerais dos filossilicatos, sendo basicamente composto de ferro, magnésio e
silicato de aluminio. Apresenta alta capacidade de retencdo hidrica e bom espaco de
aeracdo podendo estes fatores terem proporcionado melhor performance. Outra
vantagem da vermiculita € a esterilidade do substrato que favorece o desenvolvimento
de mudas, ndo servindo como fonte de patdgenos de solo (Cavalcanti, 2004).

No que tange a comparagdo entre populacdes, ndo houveram muitos efeitos
significativos para as variaveis em estudo. Apesar das duas popula¢des se comportarem
de forma similar estatisticamente para a maioria das variaveis, foi possivel observar que

elas apresentam uma divergéncia estatistica progressiva ao longo das épocas de
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avaliacdo, evidenciando uma possivel divergéncia em resposta ao desenvolvimento
como muda.

De um modo geral, os substratos testados nesse trabalho influenciaram
sensivelmente a performance das estacas de P. trintae. E provavel que a capacidade de
retencdo de agua de cada substrato aliado as caracteristicas intrinsecas que regulam o
fluxo de &gua e nutrientes para as estacas possam ter influenciado os resultados.
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TABELA 1. Quadro de comparacdo de médias para as varidveis Taxa de pegamento, nimero de brotos, comprimento de brotos, nimero de

folhas e comprimento de folhas dispostas nas trés épocas de avali¢do nos distintos substratos (areia, terra e esterco e vermiculita).

Taxa de Pegamento N° de Brotos Comp. Brotos N°de Folhas Comp. Folhas
Epocas Pop 1 Pop 2 Pop 1 Pop 2 Pop 1 Pop 2 Pop 1 Pop 2 Pop 1 Pop 2
(30 dias) Média Média Média Média Média Média Média Média Média Média
Areia 100 aA 100 aA 0,17aB 0,037 aB 0aB 0aB 0,14bA 0,18 aA 0aA 0aA
-IIE_E:erl?cg 96,30 aA 96,30aA  1,07aA 0,33 bA 0,66 aA 0,17 bA 0aB 0aB 0aA 0aA
Vermiculita 100 aA 100 aA 0,25 aB 0,11 aA 0aB 0aB 0,18 aA 0,11 aA 0aA 0aA
(60 dias) Média Média Média Média Média Média Média Média Média Média
Areia 80,12 aB 57,29aB  0,037bB ' 0,26 aA 0aB 0aB 0,30 aA 0,22 aB 0aA 0aB
-IIE_E:erri:g 22,16 aC 23,30aC 0,78 aA 0,33 aA 0,39 aA 0,41 aA 0 bB 0,11 aB 0 bA 1,54 aA
Vermiculita 99,07 aA 90,11aA.. 133aAB 0,55aA 0bB 0,14 aA 0,44 aA 0,37 aA 0aA 0aB
(90 dias) Média Média Média Média Média Média Média Média Média Média
Areia 52,80 aA 35,46bB  1,07aAB 0,57 bA 0,14 aB 0bB 0,48 aA 0,11 aB 0bB 0,92 aB
-IIE_E:erI?c:g 10 aB 17,30 aC 0,33 aB 0,31 aB 0,42 aA 0,32 aA 0,04 bB 0,44aA 110aA 2,36aA
Vermiculita 39,96 aA 57 aA 1,15aA 044aB 0,15aAB 0,04aAB 0,66 aA 0,04bB 0,45bAB 0,74 aA
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A tecnologia de clonagem via estagueamento vem sendo explorada enquanto
etapa de pré-melhoramento, e mostra ser provavel que fatores genéticos influenciam na
resposta da capacidade de pegamento, pois foi possivel selecionar genotipos
considerados superiores por apresentar maior potencial para 0 enraizamento e vigor
vegetativo. O critério para a selecdo foi por meio dos maiores valores medios da
variavel de maior interesse que € a de presenca de folhas aos 90 dias, pois nas estacas é
um forte estimulo para o inicio do enraizamento (Meletti & Nagai, 1992). Os gendtipos
que se destacaram foram P1-09, P2-12, H2-03, P1-14, P1-16, P1-20 e P2-12 (Tabela 3).

TABELA 2. Apresentacdo de médias aos 90 dias da variavel comprimento de folhas

dos gendtipos superiores.

Populacéo 1 Média Populacdo 2  Meédia

P1-14 23,43 pP2-12 20
Vermiculita 90 dias P1-16 24,36 -
P1-20 26,8 - -
Terra e Esterco 90 dias P1-09 29,6 p2-12 26,85
- - H2-03 36,98

Estudos que visam melhorar as técnicas de producdo de mudas por meio de
propagacao vegetativa de maracujazeiros sdo de grande importancia, pois permite
identificar e selecionar individuos com caracteristicas desejaveis para que possam ser
multiplicados e preservados (Alexandre et al., 2013).

No presente trabalho, os resultados favorecem a viabilidade do emprego da
estaquia na obtencdo de mudas uniformes, melhor qualidade genética e com as
caracteristicas da planta matriz. Aliado a isso, a determinacéo das diferengas genéticas
guanto a capacidade de estaqueamento € importante quando se deseja caracterizar

materiais com o propésito de registro ou protecdo de cultivares
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CONCLUSOES

Fica evidente que a escolha do substrato € muito importante para a obtencdo de
melhores resultados, sendo o substrato de vermiculita considerado o mais apropriado
para a producdo de mudas de P. trintae nas condi¢Ges de estudo.

Foi possivel selecionar gendtipos que apresentaram melhor permanece quanto a

capacidade de estagueamento.
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CAPITULO 3
AMPLIFICACAO CRUZADA DE MARCADORES MICROSSATELITES EM
Passiflora trintae Sacco
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Resumo: Estudos relacionados com a caracterizacao da diversidade genética, tanto por
descritores morfoldgicos quanto para a obtengdo de marcadores moleculares, € uma
atividade de grande relevancia para o melhoramento de plantas e para a conservacao de
muitas espécies. Entretanto, sdo incipientes a utilizacdo de marcadores moleculares de
microssatélites (SSR) em pesquisas que envolvem espécies silvestres de maracuja no
Brasil que oferecem um potencial a serexplorado. O presente trabalho objetivou avaliar
a amplificacdo cruzada de 25 primers SSR, desenvolvidos para P. edulis f. flavicarpa O.
Deg., e sete SSR desenvolvidos para P. alata Curtis para a espécie silvestre Passiflora
trintae Sacco. Os produtos das amplificagdes foram observados em gel de agarose
(1,5%). Dos 25 primers para P. edulis testados 19 apresentaram amplificacdo cruzada
com sucesso. para as espécies em estudo. O percentual de amplificacdo cruzada de
primers de P. edulis foi de 61,1%, enquanto que para 0s primers para P. alata tiveram o
percentual de 85,7%. A maioria dos primers testados amplificaram na espécie P.
trintae, possibilitando a sua utilizagdo em diversos estudos moleculares relacionados
com a variabilidade da prépria espécies, assim como de outros taxons do mesmo

género, além de estimar a distancia genética entre as espécies.

Palavras-chave: marcador molecular, transferibilidade, espécie silvestre
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Abstract: Studies related to the characterization of genetic diversity, both by
morphological descriptors and for the use of molecular markers, is an activity of great
importance for plant breeding and conservation of many species. However, they are
incipient use of molecular markers microsatellite (SSR) in research involving wild
species of passion fruit in Brazil offering a potential to exploit. This study aimed to
evaluate the cross-amplification of 25 SSR primers, developed in P. edulis f. flavicarpa
O. Deg., and seven SSR developed in P. alata for wild species Passiflora trintae Sacco.
The products of the amplifications were conducted in agarose gel gel (1.5%). There
were 19 of the 25 primers tested who had successfully crossed amplification for the
species under study. The percentage of cross-amplification primer P. edulis was 61.1%,
whereas for P. alata primers had a percentage of 85.7%. Most primers tested amplified
the species P. trintae, allowing its use in various molecular studies related to the
variability of their own species and other taxon of the same-genus, and estimate the
genetic distance between species.

Keywords: molecular marker, transferability, wild species

INTRODUCAO

A familia Passifloraceae compreende 20 géneros, dos quais o género Passiflora
€ 0 mais representativo .em nudmero de espécies de importancia econbmica,
compreendendo cerca de 525 espécies dispersas em regides tropicais e subtropicais
(Cervi &4mig, 2013). O Brasil € o0 pais que abrange o maior nimero de espécies deste
género, apresentando aproximadamente 120 espécies nativas, sendo que 32 delas sédo
encontradas na Bahia, por exemplo, P. mucugeana (Nunes & Queiroz, 2006) e P.
cacaoensis (Viana, 2009).

Do género Passiflora, a espécie mais cultivada € a Passiflora edulis Sims que
tem como nome vulgar, maracuja-amarelo ou maracuja-azedo, seguida pela Passiflora
alata ou maracuja-doce. Embora, com a coloracéo diferente, 0 maracuja roxo pertence a
espécie Passiflora edulis Sims, e é muito cultivado na Australia, Africa e sudeste
asiatico. Estima-se que, juntas, as espécies P. edulis Sims e P. alata ocupem mais de

90% da area cultivada com maracuja no mundo (Bernacci, 2008).
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A importancia econémica que € conferida ao maracujazeiro advém,
principalmente, do seu fruto. As espécies de maracujazeiro doce e maracujazeiro azedo
representam as espécies mais comercializadas do género, principalmente, na forma de
sucos, sorvetes, licores e consumo in natura da fruta (Meletti & Bruckner, 2001). No
entanto, a importancia dos maracujazeiros ndo se restringem apenas aos frutos, eles
possuem outros atributos, como medicinal, onde se destaca P. incarnata, devido ao seu
efeito ansiolitico, e ornamental, onde se destacam P. caerulea, P. incarnata e dentre
outras. Apesar do Brasil ser considerado como o centro de diversidade das Passifloras
elas séo pouco reconhecidas no pais como planta ornamental. Enquanto que a cultura do
maracujazeiro para fins ornamentais é bem praticada em paises-europeus e nos EUA,
onde ha obtencdo de hibridos com as caracteristicas atraentes como tamanho e a cor de
flores, até de folhas exuberantes (Abreu et al., 2009).

Estudar a ampla diversidade genética é uma atividade de-grande relevancia para
o melhoramento de plantas e para a conservacdo de muitos taxons vegetais (Faleiro et
al., 2005). Espécies silvestres de maracujd no Brasil oferecem um potencial a ser
explorado, sendo um campo de pesquisa promissor em varias vertentes do
melhoramento de plantas. Por meio.deste conhecimento, é possivel identificar genétipos
contrastantes, com caracteristicas de interesse, como por exemplo: fontes de resisténcia
a doencas e alta produtividade, com o intuito de se realizar cruzamentos promissores
para serem utilizados em programas.-de melhoramento do maracujazeiro (Cruz &
Carneiro, 2006). Porém, o processo de extin¢do de espécies silvestres esta ocorrendo de
modo acelerados, isso se deve, principalmente, a destruicdo dos seus habitats e
comunidades naturais, pela ocupacdo antropica desordenada de grandes areas e por
praticas agricolas (Queiroz et al., 1992), o que tem comprometido a potencialidade de
varias espécies relevantes. A espécie P. trintae se enquadra nesta situacdo, por ser uma
espécie com restrita distribuicdo geografica, o que confere maior susceptibilidade a
extincdo. Ha poucos trabalhos relacionados a ela, sendo ainda muito escassas as
informacdes referentes ao seu potencial (Cerqueira-Silva el al., 2010; Bonfim-Silva et
al., 2009; Meira Souza, et al., 2014).

Além do uso de descritores morfologicos, a utilizacdo dos marcadores
moleculares comtribui a caracteriza¢do do maracujazeiro de ‘flor vermelha’, ja que sdo
capazes de localizar diferencas em nivel de DNA. Os marcadores moleculares do tipo

microssatélite, ou SSR, s@o sequencias curtas de DNA, com dois a seis pares de bases
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repetidas em tandem. Apresentam vantagens por serem codominantes, multialélicos,
polimorficos e reproduziveis, o que favorece a analise de variabilidade intra- e
interespecifica (Ferreira & Gratapaglia, 1996).

Os estudos com marcadores microssatélites envolvendo espécies do género
Passiflora ainda séo incipientes, visto que ha escassez desses marcadores especificos
para estas varias espécies. Tendo em vista esta necessidade, foram desenvolvidos e
caracterizados marcadores microssatélites para P. edulis f. flavicarpa (Oliveira, 2006),
P. alata (Padua et al., 2005), P. cincinnata (Cerqueira-Silva et al., 2012) e P. contracta
(Cazé et al., 2012). No entanto, o desenvolvimento dos marcadores microssatélites
exige um alto investimento financeiro e conhecimento técnico. A transferibilidade ou
amplificacdo cruzada € uma alternativa para minimizar os custos com o
desenvolvimento dos marcadores microssatélites, pois aproveita a natureza conservada
da sequéncia de nucleotideos das regides flanqueadoras de espécies aparentadas e assim
utilizam-se pares de iniciadores desenvolvidos para outros estudos genéticos
(Choumane et al., 2003).

O presente trabalho objetivou avaliar a amplificagdo cruzada de 25 primers SSR
desenvolvidos a partir do DNA gendmico de P. edulis e f. flavicarpa (Oliveira et al.,
2005) e P. alata (Padua et al., 2005), para teste em gendtipos de P. trintae.

MATERIAL E METODOS

Material Biolégico

Para a caracterizacdo molecular, foram utilizados 55 acessos de Passiflora
trintae. Os genotipos foram coletados no més de agosto de 2014 em fragmentos da mata
de cip6, no municipio de Vitéria da Conquista — BA, localizado 14 ° 53 'S e 40°47' W,
elevacdo de 923 m; precipitacdo média anual de 700-800 mm, concentrada entre
novembro e marco, a temperatura média anual de 20-22°C. Os dados meteoroldgicos
foram obtidos a partir do banco de dados do Instituto Nacional de Meteorologia
(INMET), Estagdo Meteorologica da Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia
(UESB).
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Extracdo de DNA

O DNA gendmico foi extraido a partir de folhas frescas de acordo com o
protocolo de CTAB de Doyle & Doyle (1990). Foram utilizadas de 2 a 3 folhas jovens e
frescas de cada planta. Ap6s a maceragdo em nitrogénio liquido, o material foi colocado
em tubos para a centrifuga refrigerada em tubos de 2mL, contendo 1 mL de tampé&o de
extracdo CTAB 2% previamente aquecido a 65°C por 30 minutos em banho-maria, com
agitacdes brandas periddicas. Os tubos foram retirados do banho-maria e foi
acrescentada uma solucdo de 700 pL de cloroférmio: alcool isoamilico (24:1). Por
movimento de inversdo dos tubos, essa mistura foi homogenizada novamente em
centrifuga sob 14000 rpm por 15 minutos. Foram tirados 700 pL do sobrenadante, o0s
quais foram transferidos para novos tubos de 2 mL. Para.a-precipitacdo do.DNA, foram
acrescentados 520 pL de isopropanol, invertendo-se cuidadosamente os tubos e
mantendo-o0s por 30 minutos sob temperatura ambiente. © DNA precipitado foi retirado
por meio de centrifugacdo sob 14000 rpm por 10 minutos. O isopropanol foi descartado.
Para a lavagem, foram adicionados aos tubos de 1mL acool 70%, posteriormente, a
solugdo de lavagem foi descartada e 0s residuos foram eliminados seguindo 0s mesmos
procedimentos para a eliminacgao do isopropanol.

Foram acrescentados ' 100 pL de tampdo TE (Tris-EDTA; Tris: tris-
(hidroximetil)-aminometano; EDTA: acido etileno diamino tetracético) aos tubos, 0s
quais ficaram sob temperatura -20°C por overnight, a ressuspensédo completa do DNA
que foi novamente precipitado acrescentando-se 375 pL de etanol 95%. O DNA
precipitado foi recuperado através de centrifugacdo sob 14000 rpm por 15 minutos. O
sobrenadante foi descartado e uma ultima lavagem foi realizada adicionando-se 500 pL
de etanol 70%. O etanol foi descartado e os residuos eliminados. Dessa forma, 0 DNA
de cada planta foi ressuspenso em 100 pL de tampéo TE. A verificacdo da qualidade e a
concentracdo dos DNAs extraidos foram verificadas no espectrofotometro Nanodrop™
2000 (Thermo Scientific).

Amplificacdo de locus SSR

Reacdo de Cadeia em Polimerase (PCR) foram conduzidas em termocilcador

(Techne Genius®) com volume final de 20 pL. As reagdes foram preparadas com a
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adicédo de 30ng de DNA template, 0,6 pL cada um dos pares de primer, 2 puL de taméo
10x, 1,53 pL de MgClz, 2 pL de dNTP (2,5 mM), 0,2 pL de Tag DNA polimerase e
10,07 pL. As reacGes foram submetidas a seguinte programacao: denaturacao inicial de
4 min a 94 °C, seguida de 36 ciclos de 30 segundos a 94 °C, 30 segundos a 54 - 58 °C e
45 segundos a 72 °C, com uma extensao final de 7 min a 72 °C.

TABELA 1 — Condic6es de amplificagcdo utilizadas nas reacfes de PCR de acordo com

os primers de microssatélites de P. edulis e P. alata.

Programa da PCR
N° de Ciclos Temperatura Tempo
1 94°C 4 min
36 94°C 30s
54 -58°C 30s
72°C 45s
72°C 7 min

Para os pares de primers em que ndo houve amplificagdo, ou que houve
amplificacdo inespecifica, foi feita a otimizacdo das condi¢des de PCR alterando a
temperatura de anelamento até se obter uma amplificacdo especifica, ou seja, com um
unico amplicon no gel de agarose.

Os testes de amplificagcbes cruzadas SSR para 0 do maracujazeiro de ‘flor
vermelha’ (Passiflora trintae) foram realizadas utilizando 25 pares de primers, onde 18
primers (Tabela "2) desenvolvidos previamente para 0 maracujazeiro amarelo
(Passiflora edulis f. flavicarpa) (Oliveira et al., 2005). Além dos 7 primers (Tabela 3)
que foram desenvolvidos para 0 maracujazeiro doce (Passiflora alata Curtis) (Padua et
al., 2005).



Eletroforese e visualizacdo dos produtos amplificados
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Apos as amplificacdes, foram aplicados 8 pL do volume final da PCR e 2 uL de

corante azul de bromofenol em gel de agarose 1,5% corado com SYBR safe™. Os

produtos foram submetidos a eletroforese em uma cuba horizontal por 40 minutos a 90

volts. O marcador Ladder de 100 pares de bases foi utilizado para a determinacéo do

tamanho dos fragmentos gerados. O gel foi visualizado em um transluminador de luz-

ultravioleta e fotografado com maquina digital através de um filtro de luz de cor laranja.

TABELA 2 - Identificacdo dos locos utilizados na genotipagem. Codigo do loco,

motivo, Temperatura de anelamento (TA °C) e tamanho esperado para o0 alelo.

Tamanho
Loco Sequéncia do Primer Motivo TA (°C) esperado
(pb)
PEOL F: CAGGATAGCAGCAGCAATGA
R: AGCCAAATGTCAAACTGAAC (GT)7 60 171
PEO4 F: ATGCTTTTGGAAATCCGTTT
R: TGCTCATGCAAAGTCACTGG (TG)o 60 235
PEOG F: AGCGGGGAGGAGAGTAGC
R: GCCTGATGTCAAAAACACAG (CA)7 56 187
F: CCGGATACCCACGCATTA
PEO8 R: TCTAATGAGCGGAGGAAAGC (GTTGTG)4 56 282
PE1S F: ACCGTTAAATCCAAGCAAGT
R:AAATGCAAAAGAATGATATGTTA (CTTTAGC)s 60 204
PE20 F: AGGATCACCATAGAAAACCAT
R: GTTAGGTTGGCATTGCTCTT (AAAC)4 60 242
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TABELA 2 - Identificacdo dos locos utilizados na genotipagem. Codigo do loco, motivo,

Temperatura de anelamento (TA °C) e tamanho esperado para o alelo (Continuacao).

PE21 F: CCCGGAAGATTGGTCGTA

R: ATCCAATGGCAGGAAGGTC (GT)1s 60 237
ogyg T CAATCCCTTGACCCATAGA

R: CGTCCATCCTTCTCCTTT (GA)1 56 206
ogos F TCAAACTGAACTCGTAAAGG

R: GTGCTGGGAGACTGATGTT (CA)s 60 244
ogs T TAGAGAAAAGCACACACACA

R: CGAGGTCGAGTTTACAGAAA (CA)g 56 246
ogy; F: TTGCTCATTGCACTCATCCT

R: GCAGACATTTCCTGGAGCA (GT) 56 139
og4g T GGAATCACTCTTGCGCTTCT

R: TCTGTCTTATGCCACTGTTGG (TG)13 60 241
ogsg 'CCTTGTTGGTTTTCGACTACA

R: TGAGGACAATCAATCGGACA (GT)1s 60 207
og7a i TAGTGTGGGGAGGGTTACA

R: CCAATGGCTCAAAATGACT (TTTTTG)s 60 324
oggs T GACGCAGTCACAGATGAGGA

R: ATGTGCGAGCATCAGTTGAC (TGT)s 56 239
oggg T TGGGTTGTTGTGTATTGTATG

R: ATCAGTCGGACAGCTCTTTT (CA)s 60 211
oeios T AACAACGCTAGACAACGAAT

R: CGAGAGAGAGAGAGAGAGAGA (CT)az 56 165
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TABELA 3 — Relacdo de primers de Passiflora alata Curtis (Padua et al., 2005).

Cadigo do loco, motivo, Temperatura de anelamento (TA °C) e tamanho esperado para

o alelo.
Loco Sequéncia do Primer Motivo TA (°C) Tamanho
esperado (pb)
F: GCGGGATTCTCTTGCCTTAC
A01BP3
R: ACAAAACACATCAGCCACCA (GA)1 56 (161-167)
AOLFP3 F: AGAGTCGTCTAACCCTCTTGC
R: TCTTGCTTACGCGTGGACTA (TTG)s 58 153
AO3AP3 F: GCCTTAGCTTGCAACTTTCG
R: GGAGGCAACCCGAGTATAAA (CT)2s 60 204
F: GGGCGGAAGAAAAGAGAAG
AOBFPL R: GAAACACACGATGCGAAAA (GAA)2s 56 226
AOTEP1 F: GAAGTGAAGGAGAAGAAGA
R: CCCTCTGGTTGTCTACCTAC (AAG)9 58 155
AOSEPL F: CACATTTGCCGTCACTGG
R: CGGCATACGATAAATCTCCTG (TG)o 58 105
AOSBGPL F: TAACCGACTTCGCCCACA

R: GAGCAGGGGAAGAAAAGGA (CT)so 56 97
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A verificacdo da amplificacdo cruzada de 25 primers microssatélites, com a
temperatura de anelamento variando entre 54°C a 60°C, para o maracuja de “flor
vermelha” (P. trintae), apenas 19 primers foram transferidos para a espécie em estudo.
Dos sete primers desenvolvidos para P. alata, seis produziram padréo de amplificacdo
tipica de marcadores microssatélites (Figura 1), atingindo o percentual de 85,7% de
amplificacdo cruzada (Tabela 6), enquanto que apenas um ndo amplificou (A01BP3).

Paiva et al. (2014) utilizaram os mesmos primers em teste de amplificacéo
cruzada para dez espécies do género Passiflora (P. edulis, P. cincinnata, P. setacea, P.
alata, P. gibertii, P. mucronata, P. caerulea, P. micropetala, P. suberosa e P. coccinea)
e o primer, A01BP3, também ndo amplificou para nenhuma das espécies, sugerindo
grande conservacao das sequencias franqueadoras dos primers-na espécie P. alata. Os
mesmos primers desenvolvidos para P. alata foram testados por Cerqueira-Silva et al.
(2008). A taxa de transferibilidade em -quatro espécies de Passiflora do BAG-
Passifloras da UESC foi avaliada. Os resultados:demonstraram taxa de amplificacao
cruzada variante de 28% a 86%.

Para os primers desenvolvidos para P. edulis, a taxa de amplificagdo cruzada foi
de 61,1% (Tabela 5). Cerqueira-Silva et al. (2008) avaliaram amplificacdo cruzada de
25 primers microssatélites também- desenvolvidos para P.edulis f. flavicarpa em 19
espécies silvestres do género Passiflora e observaram diferentes taxas de transferéncia
que variaram_ entre 11,1% e 88,8%. Silva et al. (2014) ao verificarem a amplificacdo
cruzada nas espeécies P. alata, P. cincinnata, P. gibertii, P. mucronata P. cacaoensis, e
P. glandulosa,  utilizando quase o0s mesmos iniciadores, detectou uma taxa de
amplificacdo de 37,5% para as quatro primeiras, e 62,5% e 29,1% para as duas Ultimas,
respectivamente.

Comparando as taxas de transferibilidade do presente estudo com outros
envolvendo espécies silvestres de Passiflora, pode-se constatar que o0s percentuais
foram satisfatorios, pois 17 dos 25 primers testados obtiveram uma taxa de
transferibilidade igual a 68% (Cerqueira-Silva et al, 2008; Silva et al., 2014). De modo
proporcional, os primers desenvolvidos para P. alata foram mais efetivos, obtendo as

maiores taxas de transferibilidade.
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O par de primers AO8FP1 desenvolvido para P. alata além de amplificar no
maracujazeiro de ‘flor vermelha’, Padua (2004) ao analisar a transferibilidade com este
mesmao par de primers, encontrou uma maior taxa de amplificacdo cruzada (78,5%) para
61 espécies do género Passiflora. Isso demonstra que transferibilidade de iniciadores
microssatélites tem sido utilizada com sucesso para espécies do mesmo género, ou seja,
0 sucesso de amplificacdo estd relacionado com a proximidade filogenética das
espéecies. Padua (2004), ao fazer andlises genéticas do género Passiflora, também
constatou proximidade filogenética entre as espécies P. edulis, P. cincinnata, P. alata e
P. setacea.

Provavelmente, entre estas espécies, as regifes ~que flanqueiam o0s
microssatélites para alguns loco estudados sd@o conservados, 0 que pode indicar baixa
divergéncia evolutiva entre esses locos nas espécies estudadas (Padua, 2004). Quando
se tem uma menor taxa de amplificacdo utilizando primers-her6logos, maior sera a
distancia genética (Primmer et al., 2005). Para estudos relacionados com hibridagdo
interespecificas, conhecer a proximidade filogenética entre espécies distintas, pode
facilitar a selecdo por parte do melhorista quanto aos acessos de interesse (Roa et al.,
2000). InformacGes obtidas a partir-de amplificacdes cruzadas poderdo ser Gteis na
escolha de genitores, em programas de melhoramento de maracujazeiros que realizem
hibridacdo interespecifica. No entanto, outros pressupostos devem ser considerados
como a taxa de mutacdo associado aregido flanqueadora de cada loco e a qualidade das
sequéncias e condi¢des de amplificacdo (Ferreira & Gratapaglia, 1996). Os resultados
obtidos até o momento sdo bastante promissores, tendo em vista a economia de tempo e
recursos financeiros e humanos para o desenvolvimento de marcadores SSR para
espécies deste género.

Vale a pena ressaltar que dos 25 primers avaliados, 4 (PE06, PE85, PE25 e
A08GP1), apresentaram polimorfismo em gel de agarose (Figura 2). Foi possivel
perceber polimorfismo neste sistema de genotipagem em funcdo da diferenca do
tamanho dos alelos que devem ser superiores a 10 pb (Vieira et al, 2009). Os resultados
obtidos quanto aos marcadores que apresentaram polimorfismo em gel de agarose,
indicam que hé& bastante variabilidade genética, pois se apresentam variabilidade nessas
regibes do genoma, € provavel que também apresentem variabilidade em genes

expressos (Vieira et al, 2009).
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Os resultados obtidos no presente estudo podem ser utilizados em estudos
posteriores para a inferéncia da diversidade genética intraespecifica de P. trintae, sendo
aplicaveis no planejamento estratégico para conservacdo in situ e ex situ do citado

taxon.

Fig. 1. Perfil de amplificacdo da transferéncia de primer AO7FP1 em acessos de P.
trintae, no gel de agarose (1,5%) do primer.

Fig. 2. Perfil de amplificacdo da transferéncia de primer PEO6 em acessos de P. trintae,
no gel de agarose (1,5%) do primer.
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TABELA 5 — Amplificagdo cruzada de Passiflora trintae utilizando primers

desenvolvidos a partir de P. edulis.

Locos P. trintae
PEO1
PEO4
PEO6
PEO8 -
PE15
PE20
PE21
PE23
PE24
PE25
PE26

PE27

PE43
PE56
PE73 -
PE8S 1
PE106 -
PE108 1
T (%) 61,1

e e

N S =

=

T(%) — Taxa de Transferibilidade: 1 Amplificacdo observada, - ndo observada.

TABELA 6 - Amplificacdo cruzada de Passiflora trintae utilizando primers

desenvolvidos a partir de P. alata.

Locos P. trintae
A01BP3
AO01FP3
AO03AP3
AO6FP1
AO07FP1
AO08FP1
A08GP1

T (%)

O P P P P

oo
~

T(%) — Taxa de Transferibilidade: 1 Amplificacdo observada, - néo observada.
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PERSPECTIVAS

As informacdes obtidas no presente trabalho devem ser vistas como um estudo
preliminar, fornecendo informac6es relevantes a respeito de taxa de transferibilidade de
primers entre distintas espécies do género Passiflora.

Os primers que amplificaram serdo avaliados quanto ao polimorfismo alélico em
gel de poliacrilamida desnaturante. A partir das informacdes adquiridas, sera realizada
estatistica descritiva dos alelos por primer e a estimativa dos parametros que inferem a
diversidade genética.

Cabe salientar que as informacdes obtidas do presente trabalho sdo inéditas para
a espécie e deverdo fornecer subsidios para futuros trabalhos de melhoramento de

maracujazeiro visando obter a conservacao e populacdes mais produtivas.
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