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DIVERSIDADE E ESTRUTURA GENETICA DE CULTIVARESE
POPULACOES DE MARACUJAZEIRO AZEDO (Passiflora edulis Sims)
NO BRASIL

RESUMO

Passiflora edulis (maracujazeiro-azedo) é a espécie de maior importancia econémica
dentro do género Passiflora. O maracujazeiro € mais conhecido pelo consumo do seu fruto,
mas devido a beleza de suas flores ele também é utilizando para ornamentacdo. O composto
passiflorina também faz com que o maracujazeiro-azedo seja utilizado pela industria
farmacéutica como matéria prima para producdo de calmantes naturais. Os estudos de
diversidade genética e estrutura populacional em cinco popula¢cdes com 25 individuos cada
de P. edulis foi conduzido utilizando o marcador molecular ISSR (Inter-Simple Sequence
Repeat). O indice diversidade genética e o indice de Shannon variou de h=0,166 e 1= 0,249 a
h=0,203 e 1=0,308. A anélise de variancia molecular (AMOVA) explicou 55% da variacao
dentro das populagdes. A andlise de agrupamento dividiu as espécies inicialmente em dois
grupos principais, seguido por cinco grandes grupos, e a analise das coordenadas principais
(PCoA) indicaram cinco grupos distintos, no qual os individuos foram separados de acordo
com suas populacdes. Os dois primeiros eixos de PCoA explicaram 36,87% da variacdo. As
espécies de Passiflora estudadas foram geneticamente diferenciadas em cinco populac@es
distintas que foram observadas por meio de andlise da estrutura populacional baseada
no modelo Bayesiano. Assim, o presente artigo revelou a diversidade genética existente entre
as populacdes de P. edulis analisadas e que podem ser um recurso genético valioso para
futuros programas de melhoramento de Passifloras.

Palavras-chave: ISSR. Marcador molecular. Maracujazeiro. Passiflora. Variabilidade
genética.
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ABSTRAT

Passiflora edulis (sour passion fruit) is the most economically important species
within the genus Passiflora. The passion fruit is best known for the consumption of its fruit,
but due to the beauty of its flowers it is also used for ornamentation. The compound
passiflorin also makes the passion fruit plant used by the pharmaceutical industry as a raw
material for the production of natural tranquilizers. Studies of genetic diversity and population
structure in five populations with 25 individuals each of P. edulis were conducted using the
molecular marker ISSR (Inter-Simple Sequence Repeat). The genetic diversity index and the
Shannon index ranged from h=0.166 and 1=0.249 to h=0.203 and 1=0.308. Molecular analysis
of variance (AMOVA) explained 55% of the variation within populations. The cluster
analysis initially divided the species into two main groups, followed by five large groups, and
the principal coordinate analysis (PCoA) indicated five distinct groups, in which individuals
were separated according to their populations. The first two PCoA axes explained 36.87% of
the variation. The Passiflora species studied were genetically differentiated into five distinct
populations that were observed through analysis of the population structure based on the
Bayesian model. Thus, the present article revealed the existing genetic diversity among the
populations of P. edulis analyzed and which may be a valuable genetic resource for future
Passiflora breeding programs.

Keywords: ISSR. Molecular marker. Passion fruit. Passiflora. Genetic variability.
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1. Introducéo

O maracujazeiro-azedo (Passiflora edulis Sims) € a espécie mais importante do ponto de
vista agronémico e comercial dentro do género Passiflora L. Em 2021 o Brasil produziu
684.993 toneladas, representando um rendimento de 10.259 Kg/h em sistemas produtivos
comercias, principalmente por pequenos e médios agricultores da regido Nordeste do pais,
ndo qual o Ceard e a Bahia sdo importantes estados produtores (IBGE, 2021). A espécie
produz frutos de valor comercial, sendo direcionados a industria alimenticia, cosmética e
farmacéutica, apresentando variacdo fenotipica como coloragdo amarela a roxos/arroxeados
dos frutos (MARTHINS et al., 2019). No ambiente silvestre, a espécie P. edulis pode ser
encontrada em duas formas variantes: P. edulis f. flavicarpa Deg. e P. edulis Sims f. edulis,
variacbes atribuidas as caracteristicas morfoldgicas em descritores qualitativos e
quantitativos (JUNQUEIRA et al., 2005).

O maracujazeiro-azedo tem passado por longo processo de melhoramento genético em
conjunto com o fluxo de germoplasma, ampliando a diversidade genética das populacdes
comerciais. Adicionalmente, P. edulis é alogama com existéncia de autoincompatibilidade,
desta forma pomares heterogéneos devem ser uma exigéncia para a produgdo de frutos e
elevada produtividade (RENDON et al., 2013). Os pomares plantados de maracujazeiro sio
constituidos por materiais selecionados pelos proprios produtores ou por cultivares lancadas
pelas instituicdes de pesquisa publicas e privadas, tanto para a qualidade e produtividade,
quanto para resisténcia as principais doencas e pragas que afetam a cultura. A selecédo feita
pelo préprio produtor consiste na escolha dos melhores frutos a cada ano para a composi¢ao
de novos pomares. Os pomares que utilizam as cultivares sdo formados a partir da compra de
sementes e de mudas de viveiristas credenciados (REDDY et al., 2002; TORRE et al., 2012).

As cultivares existentes atualmente foram obtidas através de diferentes métodos de
melhoramento, como a selecdo massal, cruzamentos intraespecificos e retrocruzamentos, por
diferentes instituicOes, entre elas o Instituto Agrondmico de Campinas (IAC), a Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA), e o Viveiros Flora Brasil (MELETTI,
2001). Em 1999, o IAC lancou no mercado as primeiras cultivares hibridas da Série 270
(IAC-273, IAC-275 e IAC-277), selecionadas para qualidade e produtividade (MELETTI,
2001). Através da selecdo recorrente, obtencdo e classificacdo de hibridos intra- e
interespecificos, a EMBRAPA Cerrado (D.F., Brasil) desenvolveu a 'BRS rubi do

cerrado' (EMBRAPA, 2014). A empresa privada Viveiros Flora Brasil, situada no municipio
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de Araguari em Minas Gerais, produzem pesquisas de melhoramento genético desde o ano de
1985 e, em decorréncia desses trabalhos, foram disponibilizadas duas cultivares comerciais de
maracujazeiro, a FB 200 — Yellow Master e FB 300 - Araguari, que foram registradas no ano
de 2008 (FLORA BRASIL, 2018).

O estudo da diversidade genética em maracujazeiro tem sido realizado por meio de
marcadores fenotipicos, os quais tém sido incluidos nos programas de melhoramento para a
selecéo e obtencdo de plantas superiores (PAIVA et al., 2014; BRAGA et al., 2018). Contudo,
os marcadores moleculares sdo uma forma mais rapida e informativa de acessar a diversidade
genetica sem a influéncia ambiental ou necessidade de esperar longo tempo de
plantio (VIANA et al., 2003). No género Passiflora tem sido observado ampla variabilidade
fenotipica intra- e interespecifica; essa variacdo tem sido reflexo do elevado polimorfismo
genético  observado em  diversas  espécies, principalmente  nas utilizadas
comercialmente (VIANA et al., 2003; COSTA et al., 2010; DIAS et al., 2020).

Marcadores moleculares randémicos tém sido informativos para o estudo da diversidade e
da estrutura genética de populacdes de Passiflora (COSTA et al., 2010; DIAS et al.,
2020). Os marcadores RADP (Random Amplified Polymorphic DNA) e ISSR (Inter-Simple
Sequence Repeat) foram o0s pioneiros a serem obtidos para a analise da variabilidade em
germoplasma silvestre e cultivado, sendo aplicados no melhoramento genético por
proporcionarem a selecdo de plantas e a indicacdo de genitores promissores a
cruzamentos. Em andlises intra- e interespecifica, 0os marcadores moleculares randémicos
possibilitaram ndo apenas a distribuicdo e o agrupamento de genoOtipos silvestres em
comparagdo com variedade comerciais, mas possibilitou a identificacdo de
hibridacdes (OLIVEIRA et al., 2019). A utilizacdo de marcadores ISSR para a caracterizacdo
de espécies de Passiflora apresentou eficiéncia na amplificacdo de mais da metade dos
marcadores testados, indicando o potencial da diversidade do género (DIAS et al., 2020). Por
outro lado, a analise intraespecifica de gendtipos de P. edulis tém indicado a distincdo entre
plantas em funcdo da sua origem, melhoramento (meios irmaos de cruzamento), BAG (em
Banco Ativo de Germoplasma), CT (em Colecao de Trabalho) e de hibridos (COSTA et al.,
2010).

O objetivo do presente trabalho foi inferir a diversidade e estrutura genética dentro e entre

cinco cultivares e populagdes de maracujazeiro-azedo utilizadas como plantas matrizes em
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pomares brasileiros, possibilitando a compreensdo da variabilidade e estruturagdo das

populacdes analisadas para serem aplicados em programas de melhoramento.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Familia Passifloraceae e género Passiflora

A familia Passifloraceae A.L. de Jussieu ex Kunth pertencente a ordem Malpighiales
Juss. ex Bercht. & J.Presl, possui 18 géneros e mais de 700 espécies distribuidas em regides
tropicais e subtropicais do mundo (BERNACCI et al., 2013). O género Passiflora L. é 0 mais
representativo da familia, com cerca de 500 espécies, distribuidos principalmente nas regides
tropicais das Américas (BERNACCI et al. 2022). As espécies de Passiflora sdo popularmente
conhecidas como maracujazeiros, havendo variacdo conforme espécie (MESQUITA, 2019).
A origem da palavra maracuja provém do tupi, que significa “alimento em forma de cuia”;
para os ingleses ¢ conhecida como “passion flower”, tendo como significado flor da paixao,
no qual se relaciona com o simbolo da Paixdo de Cristo (FALEIRO et al., 2005). No Brasil ja
foram catalogadas cerca de 150 espécies, sendo 87 consideradas endémicas, tornando o pais
um dos principais centros de diversidade do género. O Brasil é o maior produtor mundial de
maracuja, e a regido Nordeste vem liderando a producéo brasileira nos ultimos anos, tendo
como destaque os estados da Bahia e Ceara; na regido Sul, Santa Catarina; e na regido
Sudeste, evidenciam-se os estados de Minas Gerais e Sdo Paulo como relevantes produtores
deste fruto, responsaveis por mais da metade da producao nacional (IBGE, 2021). A Bahia é o
estado brasileiro que possui 44 espécies endémicas distribuidas em trés biomas: Caatinga,
Mata Atlantica e Cerrado (BERNACCI et al., 2020).

A espécie mais cultivada em pomares comerciais é Passiflora edulis Sims (maracujazeiro-
azedo) (MELETTI, 2011). Contudo, existem duas variedades da espécie P. edulis de fruto
amarelo (P. edulis f. flavicarpa Deg.) e a outra de fruto roxo (P. edulis f. edulis Sims). Essas
duas variacGes podem ser encontradas no estado silvestre no Brasil (JUNQUEIRA et al.,
2005). Na agricultura, seus frutos séo colhidos praticamente o ano inteiro, principalmente nas
regibes Norte e Nordeste (ARAUJO et al., 2009). Esse fruto dispde de um formato

arredondado ou ovoide com cerca de 7 cm, e na fase madura, sua casca apresenta cor amarela
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ou roxa. Juntamente com a polpa, de cor também amarela, existe um amontoado de sementes
pequenas e negras. A casca do maracuja é formada pelo flavedo, que representa a camada
externa de cor verde a amarela e o albedo, que equivale a camada interna de cor branca
(BARTELS, 2007; MATOS, 2007; JANEBRO et al., 2009; ALVES; MELO, 2017).

As plantas possuem gavinhas axilares e sdo caracterizadas por serem trepadeiras lenhosas
ou herbaceas (GENEROSO, 2018). Possui caule cilindro, folhas alternas, pecioladas, inteiras
ou lobadas, por vezes caducas. Flores actinomorfas, solitarias ou inflorescéncias, contém
bracteas, cinco sépalas, cinco pétalas e uma ou mais séries de filamentos que constituem a
corona (CERVI, 1997; VANDERPLANK, 2000; ULMER; MACDOUGAL, 2004). As flores
de P. edulis sdo hermafroditas, possuindo um sistema de autoincompatibilidade homomorfica
gametofitica controlados pelo loco S. Elas apresentam tamanho grande, sdo vistosas e
possuem bracteas foliares protegendo a base. A corona é constituida por diversos filamentos
ou fimbrias, correspondendo a um trago caracteristico de todo o género. O fruto tem forma de
baga, globoso. A parte externa do fruto do é composta pelo pericarpo e a interna pela polpa
mucilaginosa, com sementes providas de arilos (SUASSUNA et al. 2003; JESUS; FALEIRO,
2016). A respeito da biologia reprodutiva, por possuir necessidade de fecundacao cruzada, os
agentes polinizadores sdo de grande importancia para a manutencdo da P. edulis em um
ambiente natural. A caréncia destes agentes € um dos aspectos que podem provir em baixa
formacéo de frutos e novas plantas (BENEVIDES, 2009; SIQUEIRA et al., 2009).

2.2. Importéancia econémica

O cultivo do maracujazeiro possui grande relevancia econdmica e social por contribuir na
formacédo de empregos no campo, no setor de vendas, nas agroindustrias e nas cidades, além
de ser uma opcéo significativa para geracdo de renda de micro, pequenos, medios e grandes
fruticultores. Além disso, a elevada aceitacdo do fruto no mercado e a vasta possibilidade de
uso da cultura, acarreta uma grande oportunidade de capitalizacdo em curto prazo de tempo;
além do que, por possuir longo periodo de safra, proporciona fonte de renda mensal, levando
em conta que a producdo acontece durante diversos meses do ano. Desse modo, esses
atributos fazem da cultura uma interessante opcdo de renda para propriedades rurais de
aproveitamento familiar, especialmente devido ao maracuja possibilitar, economicamente, a
producdo em pequenas areas (COELHO et al., 2016; FALEIRO et al., 2016). A producéo
nacional, no ano de 2020, foi de 690.364 toneladas (IBGE, 2020).
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Os seus principais canais de comercializagcdo sdo os mercados de frutas in natura e as
agroindustrias de processamento; entretanto, a cultura viabiliza mdltiplo uso sendo possivel a
comercializacdo das sementes que conseguem ser transformadas em oOleos para industrias
alimenticias e de cosmeéticos; as cascas possuem grande valor para adubo, racdo animal e
farinha; suas flores, além de apresentar uma beleza exuberante, sdo utilizadas na industria de
cosméticos por conta do seu aroma, como também, algumas espécies sdo plantadas com
finalidade de uso ornamental; ja as folhas possuem relevante importancia para industria por
possuirem propriedades funcionais e medicinais, sendo utilizadas para producdo de
condimentos, cosméticos e uso medicinal, constituindo varios fitoterapicos e outros
medicamentos (FALEIRO et al., 2016).

2.3. Melhoramento de maracujazeiro

O comeco do melhoramento genético do maracujazeiro no Brasil ocorreu na década de 80,
momento em que a cultura se encontrava em expansdo pelo pais. Porém, somente na década
de 90 que foram langadas as primeiras cultivares melhoradas no mercado (FALEIRO e
JUNQUEIRA, 2016). Essas cultivares foram consequéncias da juncdo de profissionais
especializados na cultura do maracujazeiro, de diversas instituicdes localizadas em diferentes
estados brasileiros. Os programas de melhoramento possuiam como foco somente o aumento
da produtividade (MELETTI, 2011). A caracteristica principal que marcou o melhoramento
do maracujazeiro nos anos 2000, e que permanece até hoje, foi a efetuacdo genética da
resisténcia e tolerancia a pragas e doencas que acometem a cultura (PREISIGKE et al., 2020;
SANTOS et al., 2015; FREITAS et al., 2016).

Por ser uma planta alégama, diversos sdo os métodos de melhoramentos aplicaveis ao
maracujazeiro, objetivando o proveito do vigor hibrido ou heterose e aumento da frequéncia
de genes favoraveis. Métodos de melhoramento embasado em hibridacdes interespecificas
tém sido aproveitados com sucesso e 0 metodo dos retrocruzamento € utilizado para insercao
de genes de resisténcia e outros genes de relevancia em materiais comerciais (JUNQUEIRA et
al., 2005; FALEIRO; JUNQUEIRA, 2009; FONSECA et al., 2009). Outro método utilizado é
a selecdo recorrente, através dele é possivel ampliar a frequéncia dos alelos favoraveis em
uma populacdo mediante ciclos continuos de avaliacdo, selecdo e recombinacdo daqueles
gendtipos que sao preferiveis (OLIVEIRA et al., 2020; SILVA et al., 2017).
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Ao longo da técnica de desenvolvimento de cultivares, diversos materiais, sejam
variedades ou hibridos, sdo explorados em locais sortidos por anos consecutivos para que suas
propriedades sejam adequadamente observadas, visto que o desempenho das cultivares é
ambientalmente influenciado. Portanto, se busca explorar a interagdo genotipos x ambientes
de modo a apontar cultivares que possuem melhor desempenho para cada regido (FALEIRO;
JUNQUEIRA, 2016). Por conta da sua importancia econdmica e social, o0 maracujazeiro-
azedo vem sendo explorado por varios programas de melhoramento, onde as pesquisas tém
alcancado sucesso na melhoria da producéo, rendimento da polpa, exceléncia dos frutos,
introducdo de genes que proporcionam resisténcia a situagdes climaticas adversas, criagdo de
cultivares hibridas e véarias outras caracteristicas (FALEIRO et al., 2021; FISCHER et al.,
2021).

Espécies selvagens de Passiflora sdo utilizadas em hibridacéo interespecificas com P.
edulis e depois de varios anos de controle e sele¢cdo em populacdes segregantes, cultivares
com maior producdo, mais resistentes e tolerantes a indmeros fatores, com potencial
medicinal e ornamental, tém sido alcancadas e registradas no Cadastro Nacional de Registro
de Cultivares do Ministério da Agricultura, Pecudrias e abastecimento - MAPA (BRASIL,
2021; FREITAS et al., 2016; OCAMPO et al., 2016; YOCKTENG et al., 2011).

O melhoramento genético do maracujazeiro-azedo, que representa 95% do plantio
nacional de Passiflora (MELETTI et al., 2011), esta direcionado a melhoria nas
caracteristicas do fruto, no crescimento da producdo e na transferéncia de fatores de
resisténcia, especialmente a fatores bioticos. Muitas doencas afetam o maracujazeiro, tais
como a verrugose (Cladosporium cladosporioides), podriddo do colo (Nectria haematococca
e Phytophthora spp.) e CABMV(Cowpea aphid borne mosaic virus) (NASCIMENTO et al.,
2004; SANTOS et al., 2008;FISCHER et al., 2010).

2.4. Marcadores moleculares ISSR em Passiflora

O ISSR ¢é uma dentre varias técnicas de fingerprinting baseada em PCR (Polymerase
Chain Reaction) que faz uso de primers de sequéncia simples repetitiva para amplificar
regides entre sequencias alvo. Essa técnica tem a habilidade de produzir um amplo nimero de
marcadores multiloci e podem ser utilizados para analisar praticamente qualquer organismo,
incluindo aqueles que se tem pouca ou nenhuma informacéo genética previa (ARCADE et al.,

2000). O uso de marcadores ISSR em plantas ou animais séo classificados por serem bastante
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reprodutiveis, informativos, polimdrficos, de rapida utilizagdo e baixo custo (ZIETKIEWICZ
etal., 1994, BORNET; BRANCHARD, 2002; BORNET et al., 2002).

Os marcadores ISSR tém se mostrado altamente eficientes em varios estudos de
classificacdo da variabilidade genética intra- e interespecificas, e exemplo de diversas
frutiferas com relevancia econdmica reconhecida ou ndo (ROCHA et al., 2012), dentre elas,
umbu-cajazeira (SANTANA et al., 2011), manga (ROCHA et al., 2012), videira (WU et al.,
2009) e mamao (JESUS et al., 2013). Em jenipapeiro, os macadores ISSR foram usados na
caracterizacdo de germoplasma, constatando a eficiéncia desse marcador, especialmente pela
amplificacdo de 86% de loci polimorficos, possibilitando com isso, analisar a diversidade
genética dos acessos estudados (SANTOS, 2012). Em cacau tem sido utilizado para
manutencéo e caracterizacdo de germoplasma (CHARTERS; WILKINSON, 2000).

Os ISSR podem contribuir nas analises genéticas em P. edulis devido a ampla
variabilidade da espécie, e o fundamento da técnica possibilita amplificar segmentos de DNA
presentes em duas regibes de microssatélites em direcdes opostas (ZIETKIEWICZ et al.,
1994). A variacdo genética existente nessa espécie se faz uma ferramenta valiosa para
atividades de melhoramento em pesquisa de genotipos mais propicios ao sistema intensivo de
cultivo (SANTOS et al. 2011). Costa et al. (2012) apresentaram 0 uso potencial dos
marcadores ISSR na caracterizagdo do polimorfismo molecular em germoplasma melhorado e
ndo melhorado de maracujazeiro, tornando possivel analisar alto polimorfismo independente
do genotipo explorado, apesar que o0s gendtipos ndo melhorados tenham demonstrado maior
percentual. Santos et al. (2011) constataram haver alto percentual de banda de bandas
polimdrficas nas espécies P. edulis e P. alata (98%) e constataram ainda, a importante
utilidade dos ISSR para estudos de diversidade genética.

Costa et al. (2010), objetivando apontar a diversidade genética existente em acessos do
banco de germoplasma e em acessos melhorados do programa de melhoramento genético do
maracujazeiro da Embrapa Mandioca e Fruticultura Tropical, descobriram uma quantidade
significativa de bandas polimorficas com o uso de marcadores ISSR e se obteve um
dendrograma dividido em dois grandes grupos. A andlise realizada constatou que 0s
marcadores ISSR se mostraram uma ferramenta valiosa para estudo de diversidade genética

dentro de P. edulis.

3. Materiais e métodos
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3.1. Material vegetal

Foram avaliadas cinco populacGes de P. edulis Sims, sendo que de cada populacédo
foram utilizados 25 geno6tipos. Trés populacGes foram obtidas de sementes comerciais e
duas populaces coletadas em area de producdo (Tabela 1). As sementes foram colocadas
para germinar em bandejas de isopor, contendo terra vegetal como substrato. Apds a
germinacdo e surgimento das folhas verdadeiras, as plantulas foram transferidas para
sacos pretos de polietileno, com capacidade para 1,5 L. Para as populacfes coletadas em
areas comerciais de pequenos produtores, a propagacdo foi realizada por estaquia. As
estacas foram retiradas da parte intermediaria dos ramos, preparadas e padronizadas com
dois nds e duas folhas reduzidas & metade de sua area, secionadas em bisel e imersas em
auxina sintética (acido indol-3 butirico - AIB) e em seguida colocadas em sacos pretos de
polietileno, com capacidade de 0,5 L, contendo areia lavada para o enraizamento. Apds o
enraizamento, as plantas foram transferidas para sacos pretos de polietileno, com
capacidade para 1,5 L. As plantas foram mantidas em ambiente protegido, na colecdo de
trabalho de Passifloras da Universidade Estadual de Santa Cruz (UESC), Ilhéus, Bahia,
Brasil (longitude 39° 10" W, latitude 14° 39'S, 78 m acima do nivel do mar).

Tabela 1 - Populagdes de maracujazeiro azedo (Passiflora edulis Sims).

Pop Populagéo Nome comum Mantenedor Local No. Registro
. Viveiros Flora . .
1 FB 300* Araguari . Minas Gerais 23218
Brasil
Monte .
*
2 IAC 273/277 Alegre/Joia IAC Para 11314/11316
3 BRS RC* Rubi do Cerrado  EMBRAPA Distrito 29632
Federal
Livramento de ., Pequenos .
4 Nossa Senhora** Maracuja azedo produtores Bahia i
v Sé&o Francisco de Maracuid azedo Pequenos Rio de i
Itabapoana** ! produtores Janeiro

* Classificacdo de acordo com o Registro Nacional de Cultivares (RNC), com comercializagdo de sementes e
mudas legalizada pelo MAPA
** Populagdes coletadas em area de producéo

3.2. Extracdo de DNA
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Para a extracdo do DNA gendmico foi utilizado o protocolo proposto por Doyle e
Doyle (1990), seguindo as seguintes etapas: folhas jovens foram maceradas em nitrogénio
liquido e condicionadas em tampé&o de extragdo CTAB 2% [NaCl 1,5 M; EDTA 20 mM,;
Tris-HCI 100 mM; B Mercaptoethanol 0,2%] por 40 min a 65 °C. O isolamento de &cidos
nucléicos foi realizado com solucdo de cloroférmio: &lcool isoamilico (24:1) e a
ressuspensdo do DNA com a utilizagdo de tampéo TE (Tris-HCI 10 mM; EDTA 1 mM).
A verificacdo da concentracdo do DNA gendmico foi realizada pela comparacdo com 100
ng de DNA Lambda (Promega®) em eletroforese em gel de agarose 1,2% e corado com
SYBR® safe (Invitrogen®). O DNA gendmico foi diluido para a concentragdo de 10
ng/pl em tampéo TE.

3.3. Amplificagdo dos marcadores ISSR

As amplificagbes ISSR foram realizadas através da utilizacdo de 28 primers ISSR
UBC (Tabela 2). As reacdes foram realizadas para um volume final de 20 pul, incluindo
tampdo 10x, MgCI2 10 mM, primer 10 pmol, dNTP 10 mM e 1 U de Tag DNA
Polimerase. As amplificagdes foram realizadas em termociclador (Eppendorf®
Mastercycle), submetidas & seguinte programacdo: desnaturacdo inicial de 95 °C por 4
min, seguida de 31 ciclos, desnaturacdo por 30 s a 94 °C, anelamento por 45 s, variando de
52 °C a 60 °C, a depender do primer (Tabela 2), extensdo por 2 min a 72 °C, e extensao
final a 72 °C por 10 min. Os fragmentos amplificados na reacdo de ISSR foram corados
com SYBR® safe (Invitrogen®) e separados por eletroforese em gel de agarose a 2%,
utilizando 90 V por 50 min e tampéo SB 1X (H3BO3 100 mM, NaOH 150 mM).

Os fragmentos amplificados para cada primer foram tratados com marcadores
dominantes e foram avaliados como presenca (1) ou auséncia (0) de uma banda. A partir
dos padrdes obtidos pela técnica ISSR, pardmetros genéticos, como estrutura da
populacdo, conteudo de polimorfismo, diversidade genética e ndmero efetivo de

populacbes foram avaliados.
3.4. Andlise genética
A matriz binaria de presenca (1) e auséncia (0) de bandas foi elaborada em uma

planilha no Software Microsoft Excel. Os dados perdidos foram identificados de acordo

com os programas utilizados. A porcentagem de loci polimorficos (P), indice de
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diversidade genética de Shannon (1), diversidade genética (h), nimero de alelos diferentes
(Na), numero efetivo de alelos (Ne) e niumero de bandas privadas para cada populacéo,
foram obtidos utilizando o software GenAlEx 6.5 (Peakall; Smouse 2012). As analises de
variancia molecular (AMOVA) e Anélise de Coordenadas Principais (PCoA) foram
realizadas em conjunto no software GenAlEx 6.5 (Peakall; Smouse 2012).

Para a analise de similaridade entre os individuos de cada populacdo foi utilizado o
software NTSYS-pc 2.1 (Rohlf, 2000), no qual foi calculado o coeficiente de similaridade
de Jaccard (Jaccard, 1901). O método de agrupamento UPGMA (Unweighted Pair-Group
Method using Arithmetic Avarages) foi utilizado para a constru¢cdo do dendrograma. O
coeficiente de correlagdo cofenética foi calculado para comparar a representagdo grafica
contra a matriz de similaridade original.

A andlise da estrutura genética entre as diferentes populacdes foi realizada utilizando
modelo Bayesiano. A estrutura genética foi inferida usando o software STRUCTURE
2.3.4 (Pritchard et al., 2000). O modelo de ancestralidade de mistura foi selecionado, e 0
numero de clusters testados (valor de K) variou de 1 a 10. Dez corridas independentes
foram realizadas para cada K testado. Todas as corridas foram realizadas utilizando
400.000 replicacBes apds um periodo de burn-in de 100.000 interacdes. O STRUCTURE
Harvester v. 0.6.93 (Earl; von Holdt, 2012) foi utilizado para analisar o arquivo de saida
do STRUCTURE e o valor de K ideal foi calculado usando a estatistica ad hoc AK de

Evanno (Evanno et al., 2005).

Tabela 2 - Primers ISSR utilizados para estudar a diversidade genética em populaces e cultivares de Passiflora

edulis Sims.

Primer Sequéncia (5°-3")® T™ (°C) N.TB N.POL  N.POL (%)
UBC-808 AGAGAGAGAGAGAGAGC 56 16 15 93,75%
UBC-810 GAGAGAGAGAGAGAGAT 52 16 16 100,00%
UBC-811 GAGAGAGAGAGAGAGAC 52 13 13 100,00%
UBC-812 GAGAGAGAGAGAGAGAA 54 18 18 100,00%
UBC-823  TCTCTCTCTCTCTCTCC 55 12 11 91,67%
UBC-825 ACACACACACACACACT 55 15 14 93,33%
UBC-826 ACACACACACACACACC 58 15 13 86,67%
UBC-828 TGTGTGTGTGTGTGTGA 55 16 15 93,75%
UBC-834  AGAGAGAGAGAGAGAGYT 55 20 20 100,00%
UBC-835 AGAGAGAGAGAGAGAGYC 55 6 5 83,33%
UBC-836 @ AGAGAGAGAGAGAGAGYA 56 14 13 92,86%
UBC-840 GAGAGAGAGAGAGAGAYT 54 12 11 91,67%



UBC-841
UBC-842
UBC-846
UBC-847
UBC-848
UBC-850
UBC-852
UBC-855
UBC-856
UBC-857
UBC-858
UBC-861
UBC-866
UBC-868
UBC-888
UBC-889

GAGAGAGAGAGAGAGAYC
GAGAGAGAGAGAGAGAYG
GAGAGAGAGAGAGAGAA
CACACACACACACACARC
CACACACACACACACARG
GTGTGTGTGTGTGTGTYC
TCTCTCTCTCTCTCTCCRA
ACACACACACACACACYT
ACACACACACACACACYA
ACACACACACACACACYG
TGTGTGTGTGTGTGTGRT
ACCACCACCACCACCACC
CTCCTCCTCCTCCTCCT
GAAGAAGAAGAAGAAGAA
BDBCACACACACACACA
DBDACACACACACACAC

56
58
52
58
56
58
54
56
54
58
56
58
60
52
56
55

21
16
14
18
19
20
16
13
19
18
15
19
16
18
18
19

21
14
12
18
18
18
16
11
19
17
14
15
14
16
17
16

21

100,00%
87,50%
85,71%

100,00%
94,74%
90,00%

100,00%
84,62%

100,00%
94,44%
93,33%
78,95%
87,50%
88,89%
94,44%
84,21%

(1) B, D, Y, R eV significa nucleotideos degenerados: B=(C, G, T); D=(A, G, T); Y =(C, T); R= (A, G)
eV = (A, C, G); TM- Temperatura de melting; N. TB- nimero total de bandas amplificadas por primer; N.
POL - nimero de bandas polimoérficas por primer e N. POL (%) - porcentagem de polimorfismo. UBC -
Columbia International College

4. Resultados

Os 28 primers utilizados geraram um total de 452 bandas com boa resolugéo analitica,

com uma média de 16,14 bandas por primer, com aproximadamente 92,9% de bandas
polimorficas. O numero de bandas totais variou de 6 (UBC-835) a 21 (UBC-841),
enguanto o namero de bandas polimérficas variou de 5 (UBC-835) a 21 (UBC-841),

demonstrando boa capacidade de detectar polimorfismo (Tabela 2).

A porcentagem de polimorfismo variou de acordo com cada populacdo, sendo a de
menor valor a BRS-RC com 47,79% e a de maior valor a LV com 63,50% (Tabela 3). O
indice de diversidade genética e o indice de Shannon variaram de h = 0,166 e | = 0,249
para BRS-RC ah =0,203 e I = 0,308 para LV (Tabela 3).

Tabela 3 - Média dos indices de diversidade genética calculadas pelo programa GenAlIEx para 28 primers ISSR
em populagdes e cultivares de Passiflora edulis Sims.

Pop

Na

%P

Pa

BRS-RC

1,215

0,249

47,79%
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FB300 1,338 0,265
IAC 1,290 0,257
LV 1,493 0,308
RJ 1,352 0,278

54,42%
51,55%
63,50%
58,63%

3
10
11

5

Na (numero de alelos diferentes); | (indice Shannon); %P (Porcentagem de locus polimérficos); Pa (alelos

privados).

O teste de AMOVA (Figura 1) possibilitou a observacdo da variagdo significativa

entre as populacdes. Foi observado que a maior variacdo ocorreu dentro das populacdes

(55%), sendo a variacdo entre as populacdes de 45% (Tabela 4).

Percentages of Molecular Variance

Figura 1 - Analise da Variancia Molecular (AMOVA) em duas populagdes (Livramento de Nossa Senhora e Séo
Francisco de Itabapoana) e trés cultivares (FB 300, IAC 273/277 e BRS RC) de Passiflora edulis Sims.

Tabela 4 - Resumo da analise de variancia molecular dentro e entre populacgdes e cultivares de Passiflora edulis

Sims.
Fonte GL SQ QM VE %
Entre populages 4 3427,360 856,840 32,674 45%
Dentro de populagbes 120 4800,240 40,002 40,002 55%
Total 124 8227,600 72,676 100%

GL (grau de liberdade); SQ (soma dos quadrados); QM (quadrados médios); VE (variacdo estimada); %

(porcentagem).

O dendrograma dividiu inicialmente dois grupos principais seguidos por cinco grandes

grupos (I, 11, 11, 1V e V) (Figura 2). O grupo principal mais representativo foi composto

pelos grupos 1, 11, 111 e IV. O segundo grupo principal foi exclusivo para o grupo V se

mostrando mais distante dos demais. O grupo Il e Ill sdo 0os mais proximos, enquanto 0s
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grupos | e V sdo mais distantes (Figura 2). O grupo | foi representado pela populagédo
BRS-RC e subdivido em dois subgrupos (IA e IB). O grupo Il foi composto pela
populacdo FB300 e apresentou trés subgrupos (IIA, 1B e IIC). O grupo Il foi
representado pela populagéo LV e apresentou dois subgrupos (111A e 111B). O grupo IV foi
representado pela populagédo de IAC e subdivido em trés subgrupos (IVA, IVB e IVC). O
grupo V foi formado pela populagdo RJ com trés subgrupos (VA, VB e VVC).

—
o

I
S

| | ey
HHeeiakies

111

Figura 2 - Dendrograma obtido através da andlise do polimorfismo de regides ISSR de populaces de
Passiflora edulis Sims. Agrupamento gerado pelo método UPGMA do coeficiente de similaridade de
Jaccard.

Na anélise de coordenadas principais (PCoA), as duas primeiras coordenadas
principais foram responsaveis por 36,87% da variancia total (21,23% e 15,64%,
respectivamente). Os resultados de PCoA indicaram cinco grupos distintos, nos quais 0s
individuos foram separados de acordo com suas populacbes. As populagdes mais
préximas foram FB300 e LV, a populacdo IAC apresentou a maior distancia em relacéo as
demais populagbes (Figura 3). A similaridade genética entre as populacdes e cultivares

variou de 0,785 a 0,869, de acordo com o coeficiente de similaridade de Nei. As maiores
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distancias foram encontradas entre as populacdes de BRS-RC e IAC e a menor distancia

ocorreu entre as populacdes FB300 e LV (Tabela 5).

Principal Coordinates (PCoA)

Coord. 2 (15,64%)

%,
g‘\”"
o BRS-RC
‘
® FB300
"
ap "r.f-v ‘:‘ ® LV
® .‘.. o | £
’ ¢ RJ
@ .

Coord. 1 (21,23%)

Figura 3 - Andlise de Coordenadas Principais (PCoA) em populagdes e cultivares de Passiflora edulis Sims.
As cores s8o as mesmas que identificam as popula¢des no STRUCTURE.

Tabela 5 - Similaridade genética entre cinco populacdes e cultivares de Passiflora edulis Sims.

BRS-RC  FB300 IAC Lv RJ
1,000* BRS-RC
0,837 1,000 FB300
0,785 0,816 1,000 IAC
0,857 0,869 0,858 1,000 LV
0,838 0,865 0,823 0,854 1,000 RJ

*segundo Nei (1978)

Na andlise Bayesiana, a maxima verossimilhanca dada pelo método STRUCTURE foi

AK = 2 seguido de AK = 5 (Figura 4) indicou que as populagdes de P. edulis estudadas

inicialmente formaram dois grupos principais seguidos por cinco outros grupos I, I, 1lI,

IV e V, no qual cada um representou uma populacdo. Os resultados obtidos confirmaram

0 padrdo de agrupamento observado pela analise UPGMA. (Figura 5).
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Figura 4 - Estimativa do K ideal inferida pela observagdo do Delta K para populagdes e cultivares de Passiflora
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Figura 5 - Andlise Bayesiana de agrupamentos genéticos entre populagdes e cultivares de Passiflora edulis Sims
obtida pelo software STRUCTURE para K = 5.

Em geral, o conjunto de resultados das andlises realizadas mostram que as cinco

populacdes sdo geneticamente heterogéneas.

5. Discussao

Neste trabalho, informagfes moleculares obtidas por meio de marcadores moleculares
ISSR possibilitou a analise de polimorfismo em cinco populacfes de maracujazeiro-azedo (P.

edulis), gerando elevado niumero de bandas polimoérficas, fato comum em anélises
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intraespecificas com marcadores dominantes em passifloras (DOS SANTOS et al., 2011). A
identificacdo do baixo numero de bandas monomorficas indicou alta variabilidade genética
intraespecifica de P. edulis (LELES COSTA et al., 2012). Por outro lado, menor
polimorfismo foi observado por meio da obtencdo de outros marcadores moleculares
dominantes, como o RAPD em P. cincinnata Mast., indicando que o marcador molecular
ISSR revelou variagGes em mais regifes gendmicas em analises da diversidade intraespecifica
(CARMO et al., 2017).

Dentre os primers utilizados, 0 UBC-841, além de revelar o maior nimero de bandas
polimorficas, possui sitio de anelamento loci SSR dinuceotideo CT, indicando a riqueza desta
sequéncia microssatélite no genoma de P. edulis. Em plantas, a presenga de dinucleotideos
microssatélites € mais comum que as outras classes com mais bases, como sequencias em
tandem tri-, tetra- e pentanucleotideos (LIU et al., 2018). Essa ampla distribuicdo pode ser
utilizada nas estratégias do estudo da diversidade genética, possibilitando a selecdo primers
mais informativos para anélises futuras.

O indice de Shannon visa medir a diversidade genética da populacdo, indicando que
quanto mais proximo do zero for o seu valor, menor a diversidade genética existente (REIS et
al., 2011). Neste estudo, foi possivel observar que as duas populagdes coletadas em area de
producdo agricola apresentaram maiores indices de Shannon em relacdo as populagdes obtidas
através de sementes, o qual variou de 0,308 a 0,249. Estudo utilizando sementes de 22
gendtipos de maracuja de diferentes regides produtoras no Quénia revelaram também um
menor indice de shannon, o qual variou de 0,0388 a 0,1637 (OLUOCH; NYABOGA,
BARGUL, 2018).

As caracteristicas reprodutivas refletem na diversidade genética de popula¢des naturais ou
cultivadas. Pelo fato de P. edulis possuir autoincompatibilidade esporofitica (BRUCKNER et
al., 2005), para a formacédo de pomares altamente produtivos é recomendada ampliar a base
genética, favorecendo assim cruzamentos pela variagdo de alelos que gerenciam a
autoincompatibilidade. Neste aspecto, a diversidade genética estd relacionada com a
eficiéncia na polinizacao, fertilizacdo e obtencdo de frutos (JESUS; GIRARDI; et al., 2018).
Em P. setacea, os dados do teste de AMOVA complementaram a analise de diversidade
genetica, e a utilizacdo de marcadores ISSR em 259 acessos distribuidos em 12 municipios da
Bahia revelaram resultados parecidos nos quais 57% da varia¢do ocorreu dentro da populagao
(PEREIRA; CORREA; OLIVEIRA, 2015).

A visualizacdo grafica da distribuicdo da diversidade genética indicou que as populacdes

apresentam gendtipos com variabilidade alélica especifica para cada populacéo, refletindo na
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formacdo de um subgrupo especifico para cada populagdo. As populagbes FB300 e LV
revelaram maior proximidade genética que as demais populacdes, indicando similaridades na
variacdo alélica. Desta forma, as populacbes FB300 e LV podem ser utilizadas para a
obtencdo de linhagens com menor segregacdo alélica, ou seja, maior homozigose. Por outro
lado, a populacdo do RJ se mostrou mais externa que as demais, indicando maior distancia
genética, podendo ser utilizada como uma populacdo promissora na sele¢do de plantas para a
producdo de linhagens segregantes, utilizadas em hibridagdes com outras populacdes,
principalmente a populagdo BRS-RC, a qual possui maior distancia genética (ALUIZIO
BOREM; MIRANDA; FRITSCHE-NETO, 2021).

Os dados obtidos através da Andlise de Coordenadas Principais (PCoA) possibilitaram
confirmar a distribuicdo de trés populacGes observadas no dendrograma. No PCoA as
populacbes RJ e IAC foram alocadas diferentes em relacdo ao dendrograma, indicando que
alteracBes na distribuicdo da variabilidade e diversidade genética com uso de marcadores
moleculares variam em fungdo do coeficiente de similaridade/dissimilaridade genética
utilizado. Alguns estudos revelaram resultados similares, como em P. cristalina, onde a
diversidade genética de 50 individuos de duas popula¢6es foi avaliada por meio da PCoA, no
qual o gréafico revelou que seus individuos ficaram separados em suas respectivas populacdes,
revelando ndo haver mistura entre eles; como as populagdes encontram-se na Zona Rural do
municipio de Alta Floresta — Mato Grosso, ha possibilidade da cidade estar atuando como
uma barreira geografica, condicdo que pode interromper o fluxo génico (SILVEIRA et al.,
2020), como observado entre as cinco populagdes estudadas de P. edulis.

A formacéo de cinco grupos (AK=5) pela anélise da estrutura genética corroborou com a
formacéo de grupos e distribuicdo dos mesmos observados tanto no dendrograma como pelo
PCoA. Os cinco grandes grupos revelaram individualidade populacional, apontando que cada
populacdo possui sua estrutura e diversidade genetica, ndo havendo mistura entre elas,
facilitando assim a rastreabilidade dessas plantas. Em duas populagdes de P. cristalina,
utilizando marcadores microssatélites, foram encontrados resultados semelhantes a anélise de
P. edulis, com a utilizacdo de oito primers SSR os dados do STRUCTURE revelaram AK=2,
no qual os individuos ficaram separados em suas respectivas populacdes, confirmando a
individualidade da estrutura populacional (SILVEIRA et al., 2020).

6. Conclusdo
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A obtencdo de marcadores ISSR possibilitou a detec¢do do polimorfismo em regides entre
microssatélites em P. edulis. Adicionalmente, o alto polimorfismo no germoplasma analisado
indica que P. edulis possui variabilidade e diversidade genética em populacdes cultivadas. As
populagdes, obtidas por meio de sementes e adquiridas comercialmente, apresentaram menor
diversidade genética entre os gendtipos destas populacbes, comparados as populacdes
coletadas em éareas de producdo. A conservagdo de um perfil alélico intrapopulacional
particular foi revelada por meio da formacdo de grupos especificos para cada populacédo, de
acordo com as analises para a observacdo da distribuicdo da diversidade e estrutura genética.
Neste aspecto, as informaces de diversidade e estrutura genética permitirdo a selecdo de
populacdes e/ou genotipos para serem utilizados em programas de melhoramento de P. edulis,
por exemplo, selecionando genitores contrastantes (com maior distancia genética entre eles)

para hibridagdes e obtencdo de populacGes segregantes.
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