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RESUMO

MARQUES JUNIOR, Edilson, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2019.
Diversidade genética e estrutura populacional de progénies meios irmaos e irmaos
completos de maracujazeiro azedo. Orientador: Carlos Eduardo Magalhdes dos Santos.
Coorientadores: Eveline Teixeira Caixeta e Luciana Domiciano Silva Rosado.

Nas ultimas décadas, houve uma expressiva expansao dos cultivos de maracujazeiro azedo nas
diversas regioes brasileiras. Entretanto, a produtividade média dos cultivos ¢ considerada baixa,
frente ao potencial de producdo da cultura. Fatores, como falta de cultivares adaptados a
diversas regides de produgdo, e alta incidéncia de pragas e doencas, sdo os limitantes para
aumento da produtividade da cultura. Pesquisas visando superar estes entraves, principalmente
de melhoramento genético, que visam o lancamento de cultivares superiores estdo sendo
desenvolvidas. O sucesso desses programas estd intrinsicamente ligado ao conhecimento da
estrutura e diversidade genética das populacdes trabalhadas e, dessa forma, permitem ao
melhorista tragar eficientes estratégias de selecao para obteng¢ao de maiores ganhos. Objetivou-
se com este trabalho estudar e comparar a estrutura e a diversidade genética de progénies de
meios irmdos e irmdos completos de Passiflora edulis Sims, comumente utilizadas no
melhoramento da cultura. Duas progénies hibridas de irmaos completos (PHA ¢ PHB) foram
obtidas por cruzamento controlado de genitores contrastantes € uma progénie de meios irmaos
foi obtida a partir de polinizag¢do aberta (PPA). Um total de 36 gendtipos de cada progénie de
irmaos completos e 45 gendtipos da progénie de meios irmaos, juntamente com seus genitores
foram analisados com marcadores SSR. A estrutura genética das populagdes foi verificada por
meio de meio de uma abordagem bayesiana no Software Structure, e da AMOVA de Excoffier.
A diversidade genética das progénies foi estudada por meio de agrupamentos hierarquicos
gerados a partir da matriz de distancia do indice de diversidade de Nei. Ao comparar as trés
progénies, maior propor¢do da diversidade genética ¢ encontrada dentro das progénies.
Comparando as progénies aos pares, maior diversidade ¢ também encontrada dentro das
progénies, inclusive ao comparar a progé€nie de meios irmaos com as progénies de irmaos
completos. A estruturagdo das progénies pela abordagem bayesiana, estruturou as trés progénies
em duas progénies hipotéticas geneticamente, em que PHA e PPA apresentaram estrutura
genética distinta entre si. A progénie PHB apresentou uma estrutura genética intermedidria
entre PHA e PPA, possivelmente pela relagdo de parentesco com essas duas progénies. Ao
estudar a diversidade genética, observou-se que as progénies de irmaos completos apresentaram

maior grau de diversidade genética, do que a progénie de meios irmaos. Quando comparadas
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as progénies hibridas entre si, ndo se observou um padrdo de distribui¢do dos individuos
relacionados as suas progénies, onde praticamente todos os grupos formados era constituido de
individuos de ambas as progénies, possivelmente pela relacdo de parentesco. Entretanto, a
progénie de meios irmdos tende a se caracterizar em relacdo as progénies hibridas no
agrupamento, possivelmente pela menor proporcao de alelos comuns com estas progénies, visto
que ¢ formada pela contribui¢do genética de mais de um genitor masculino. Por outro lado, esta
progénie apresenta menor indice de diversidade genética entre seus individuos, possivelmente
pela ocorréncia de cruzamentos correlacionados na formagao da progénie, o que pode causar

implicagdes em estratégias de melhoramento de maracujazeiro azedo.
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ABSTRACT

MARQUES JUNIOR, Edilson, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2019. Genetic
diversity and population structure of progenies half-sibling and full-siblings of sour
passion fruit. Advisor: Carlos Eduardo Magalhaes dos Santos. Co-advisors: Eveline Teixeira
Caixeta and Luciana Domiciano Silva Rosado.

In the last decades, there was a significant expansion of the sour passion fruit crops in several
Brazilian regions. However, the average yield of crops is considered low, given the potential
production of the crop. Factors, such as lack of cultivars adapted to different production regions,
and high incidence of pests and diseases, are the limiting factors for increased crop productivity.
Researches aiming overcome these barriers, mainly genetic improvement, aimed at the release
of superior cultivars are being developed. The success of these programs is intrinsically linked
to the knowledge of the structure and genetic diversity of the populations used in the presente
study and, thus, allows the breeder to design efficient selection strategies to obtain greater gains.
The objective of this research was to study and compare the structure and genetic diversity of
Passiflora edulis Sims half-sibling and full-sibling progenies, commonly used in crop
improvement. Two full-sibling progenies (PHA and PHB) were obtained by controlled crossing
of contrasting parents and one half-sibling progeny was obtained from open pollination (PPA).
Thirty-six genotypes of each full-sibling progeny and 45 genotypes of the half sibling progeny
along with their parents were analyzed with SSR markers. The genetic structure of the
populations was verified by bayesian approach in Software Structure and Excoffier AMOVA.
The genetic diversity of progenies was studied through hierarchical groupings generated from
the distance matrix of the Nei diversity index. When comparing the three progenies, a greater
proportion of genetic diversity is found within the progenies. When the progenies are compared
in pairs, greater diversity is also found within the progenies, even when comparing the half-
sibling progeny with the full-sibling progeny. The bayesian approach structured the three
progenies into two genetically hypothetical progenies, in which PHA and PPA presented
distinct genetic structure from each other. The PHB progeny presented an intermediate genetic
structure between PHA and PPA, possibly due to the relationship between these two progenies.
When studying genetic diversity, it was observed that the progenies of full-siblings presented a
higher degree of genetic diversity than the progeny of half-siblings. When comparing the hybrid
progenies with each other, there was no pattern of distribution of individuals related to their
progenies, where practically all groups formed were individuals of both progenies, possibly by

their kinship. However, the half-sibling progeny tends to be characterized in relation to the
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hybrid progenies in the cluster, possibly due to the smaller proportion of common alleles with
these progenies, since it is formed by the genetic contribution of more than one male parent.
On the other hand, this progeny presents lower index of genetic diversity among its individuals,
possibly due to the occurrence of correlated crosses in the progeny formation, which may have

implications on strategies for the improvement of sour passion fruit.
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1. INTRODUCAO

O Brasil destaca-se como maior produtor e consumidor mundial de maracuja,
o que atribui a cultura grande papel socio econdmico no pais, em funcao dos diversos
empregos diretos e indiretos gerados, além de ser uma cultura de base familiar, e
constituir-se em uma importante fonte de renda a pequenos e médios produtores. A
espécie Passiflora edulis Sims, popularmente conhecido como maracujazeiro azedo,
possui posi¢do de destaque e representa aproximadamente 95% da producgao nacional
de maracuja (HAFLE etal., 2010), com grande parte da produgdo destinada a industria,
para a producao de sucos (MELETTI, 2011).

A produgdo brasileira de maracujazeiro azedo ¢ recente, com pouco mais de 40
anos, e apresenta produtividade média em torno de 13 t/ha, considerada baixa quando
comparado ao potencial da cultura, superior a 30 t/ha (FREITAS et al., 2011;
CERQUEIRA-SILVA et al., 2015). Grandes avangos foram obtidos nas ultimas
décadas, e consideravel incremento na producao e areas de cultivo foram observados.

A adogao de novas tecnologias de produgao, a profissionalizagdo da atividade,
o uso de cultivares melhoradas, aliado a um mercado de demanda crescente, sdo as
principais causas do crescimento da cultura nas diferentes regides de cultivo do pais
(MELETTI, 2011; SA etal., 2014). Ainda assim, muitos desafios sdo encontrados na
cultura, como os problemas fitossanitarios, a longevidade dos pomares e a baixa
disponibilidade de gendtipos superiores para cultivo, especialmente resistentes as
principais doengas (HAFLE et al., 2010; CERQUEIRA-SILVA et al., 2018).

No melhoramento genético, a obtencdo de ganhos e, consequentemente, o
sucesso do programa, estd intrinsicamente relacionado a presenga de alelos favoraveis
e variabilidade genética nos genitores. Desta forma, um fator imprescindivel ao iniciar
um programa de melhoramento ¢ conhecer a diversidade genética dos acessos que
serdo utilizados, tornando possivel direcionar cruzamentos entre genitores mais
divergentes.

Cerqueira-Silva et al. (2018) relataram a necessidade de uma caracterizacao
morfo-agrondmica e molecular em maracujazeiros, no sentido de pré-melhoramento
visando explorar de forma mais eficiente os recursos genéticos das espécies, inclusive
em espécies comerciais, como a P. edulis Sims. Assim, conhecer os parametros
genéticos de uma populacao e sua estrutura populacional € essencial para maximizar

os ganhos em programas de melhoramento. Essas informagdes sdo importantes para o



melhorista entender as variagdes na populagdo, e permite tracar melhores estratégias
de selecdo (CORDEIRO et al., 2019a). O conhecimento da estrutura, bem como da
diversidade genética e seu comportamento em populacdes de qualquer espécie €
essencial ndo apenas para trabalhos de melhoramento, mas também para conservagao
(LOSS et al., 2006; TIAN-MING et al., 2007; SILVA et al., 2016).

Marcadores moleculares consistem em uma importante e eficiente ferramenta
na caracterizagao genética de acessos e populacdes de plantas, inclusive no
maracujazeiro (CASTRO et al.,, 2016; MELO et al., 2016). Dentre os varios
marcadores moleculares utilizados na caracterizacdo de plantas, os SSRs se destacam
devido as suas caracteristicas de alta reprodutibilidade, polimorfismo, natureza
codominante, alto poder de resolugdo e multialelismo, e, sdo amplamente utilizados
para diversas finalidades no melhoramento de plantas (BUSCHIAZZO e GEMMELL,
2010; CAIXETA et al., 2013).



2. OBJETIVOS

2.1. Geral

e Verificar as possiveis relagdes estruturais de familias de meios irmaos e irmaos
completos, e sua influéncia na diversidade genética e no melhoramento de

maracujazeiro azedo.

2.2. Especificos

e Comparar a estrutura populacional de meios irmaos e irmdos completos em
progénies de P. edulis Sims;
e Avaliar o comportamento da diversidade genética dentro de progénies de meios

irmaos e irmdos completos em P. edulis Sims.



3. REFERENCIAL TEORICO

3.1. O Género Passiflora

A familia Passifloraceae apresenta ampla distribui¢do geografica, com ocorréncia
desde as regides tropicais, onde se concentra a maioria das espécies, até algumas
regides temperadas do planeta, como na América do Norte e Sul, Nova Zelandia e Sul
da China (FEUILLET e MACDOUGAL, 2007). A familia possui quatro géneros
descritos, e o Passiflora é o que detém maior numero de espécies. Este género € nativo
do Brasil e possui ampla distribuicdo geografica, e ocorréncia em todos os biomas
brasileiros (BERNACCI et al., 2015).

A maioria das espécies sao plantas herbaceas, apesar de ocorrer espécies do
tipo arbustivas e arboreas (MUSCHNER et al., 2012). Algumas das espécies
apresentam considerdvel importancia econdmica, principalmente por serem utilizadas
diretamente na alimenta¢do humana, na forma de sucos ou in natura, e também na
industria farmacéutica, para extragao de farmacos. Além disso, o potencial diversas
espécies tem sido estudado ornamentagdo, devido a beleza e diversidade das flores
(YOCKTENG e NADOT, 2004; MELETTI, 2011). O género ¢ marcado pela vasta
diversidade genética, principalmente nas folhas e flores, com ampla variacdo de
tamanhos, cor, formato da coroa e perianto. Os frutos se apresentam nos mais diversos
tamanhos e formas (MACDOUGAL, 1994; ULMER; MACDOUGAL, 2004).

Existe divergéncia com relagdo ao nimero de subgéneros do género Passiflora.
Na classificacao inicial, o género foi dividido em 23 subgéneros (KILLIP, 1938;
ESCOBAR, 1989), entretanto, Feuillet ¢ MacDougal (2003), estudando caracteres
morfologicos, principalmente relacionados a flores, propuseram uma drastica redugao
na classificagdo infragenérica, para 4 subgéneros: Astrophea, Decaloba, Deidamioides
e Passiflora. Essa classificagdo tem sido total ou parcialmente suportada por outras
pesquisas, inclusive por evidéncias moleculares (YOCKTENG; NADOT, 2004;
HANSEN et al., 2006; MUSCHNER et al., 2012). Essa classificacao, atualmente tem

sido a mais aceita, apesar de alguns pesquisadores ainda adotar a classificagdo anterior.



3.2. A produc¢io de maracujazeiro no Brasil: Aspectos econdémicos, sociais e de

cultivo.

Das diversas espécies de Passifloras, duas sdo as principais exploradas para a
alimentag@o humana: P. alata Curtis, conhecido como maracuja doce e P. edulis Sims
popular maracuja azedo. Apesar do P. alata Curtis ser utilizado na alimentagao, a sua
producdo ¢ em pequena escala. O P. edulis Sims ¢ a principal espécie do género
Passiflora e representa cerca de 95% da producao nacional de maracujas (MELETT]I,
2011). Outras espécies do género apresentam importancia mais regionalizada e com
baixa expressdo no cenario nacional da produgcdo de maracujds, como P.
quadrangularis L, P. nitida Kunth, P. caerulea L., P. laurifolia L., P. cincinnata Mast
e P. setacea DC (MELETTI et al., 2005).

O Brasil ¢ o maior produtor e consumidor mundial de maracujas. Em 2018, a
cultura ocupou uma area de aproximadamente 41 mil hectares, com produgao total de
frutos de aproximadamente 602 mil toneladas. A producao de maracujas brasileira
praticamente dobrou no periodo de 2001 a 2011, crescendo de 467.464 em 2001, para
923.035 toneladas em 2011. Apesar de nos ultimos anos, observar redu¢do na
quantidade produzida, o Brasil se mantém como lider mundial na produc¢ado desse fruto.
A produgdo se concentra na regido Nordeste, responsavel por cerca de 60% da
produgdo nacional, seguida pelo Sudeste, com cerca de 15%, e regido Sul com 13% da
produgdo. Os outros 12% se divide entre as regides Norte e Centro-Oeste, com 9 e 3%
da produgdo, respectivamente (IBGE, 2019).

A cultura possui importante papel socioecondmico, visto que grande parte da
producdo nacional ¢ realizada por pequenos produtores, em especial aqueles com base
familiar. Além disso, estima-se que, para cada hectare plantado, cerca de 8 a 12
empregos diretos e indiretos sejam gerados na cadeia produtiva (MELETTI, 2011).

A cultura possui significativo potencial de geragao de renda. Além do alto valor
agregado, outras vantagens sdo atribuidas ao maracujazeiro, como rapido retorno
econdmico e renda distribuida ao longo da maior parte do ano, o que a torna ainda
mais interessante ao pequeno produtor. Outro fato importante, e que além da opgao de
venda direta ao mercado, alguns produtores, principalmente os de base familiar tém

processado os frutos na propria propriedade rural, para obtencao da polpa com ou sem



sementes, o que tem agregado mais valor a producdo (MELETTI e CAPANEMA,
2014).

O maracujazeiro azedo ¢ classificado como uma planta aldogama por
exceléncia, devido ao fendmeno da autoincompatibilidade de suas flores do tipo
homomorfica e esporofitica (BRUCKNER et al., 1995), o que a faz seu sistema de
reprodugao ser exclusivamente de poliniza¢do cruzada. Na formacao dos pomares, os
produtores devem se atentar para que a 4area seja constituida de plantas
genotipicamente diferentes para a formagao dos frutos, visto que as mesmas nao se
autofecundam, e até mesmo plantas diferentes podem ndo se cruzar, se apresentarem
homologia para alelos de incompatibilidade.

Diferentemente de algumas outras plantas alégamas, como no milho, onde a
polinizagdo cruzada ¢ do tipo anemofila, no maracujazeiro a polinizagao ¢ do tipo
entomofila, sendo realizada principalmente por vespas do género Xilocopa (MARCOS
FILHO, 2005; SIQUEIRA et al., 2009). Em cultivos onde a populacdo de vespas ¢
baixa, ou se objetiva maiores produtividades e frutos de melhor qualidade, deve-se
complementar com a polinizagdo manual, o que aumenta a porcentagem de
pegamentos e peso dos frutos (HOFFMANN et al., 2000).

O Brasil, devido ao seu clima tropical, apresenta condi¢cdes edafocliméaticas
ideais para o desenvolvimento da cultura. O maracujazeiro ¢ uma planta tropical, de
clima quente e umido, com melhor desenvolvimento em condigdes tropicais ou
subtropicais. Regides com temperaturas entre 21 e 25 °C e dias longos sdo tidas como
ideais, mas a planta consegue se desenvolver bem em temperaturas acima de 15 °C,
desde que ndo ocorra geadas e alta incidéncia de ventos, que podem ser potencialmente
danosos ao seu desenvolvimento (FALEIRO e JUNQUEIRA, 2016).

Além disso, a susceptibilidade da cultura a outros fatores abidticos, como o
estresse hidrico, e bidticos, como a susceptibilidade a pragas e doengas, torna os
cultivos de alto risco. A exigéncia hidrica da cultura, faz com que a irrigagdo seja
essencial nos cultivos, principalmente em regides aridas e semidridas, com
precipitacdes mal distribuida ao longo do ano (MELETTI e CAPANEMA, 2014), além
disso, a necessidade de medidas de controle fitossanitario elevam os custos de cultivo.

O maracujazeiro ¢ uma cultura de custos relativamente altos, considerando que
a cultura ¢ praticada em geral por pequenos ¢ médios produtores. Em estimativas de
custos realizadas para o maracuja amarelo, os custos totais da cultura no primeiro e

segundo de ano de cultivo foi estimado em R$ 47.400,40 por hectare, em espagamento



de 2 x 3 metros. No mesmo trabalho, foi demonstrado que espagamentos maiores (6 x
3 metros) pode proporcionar custos menores por hectare (R$ 30.672,50), entretanto o
custo de produgdo por kg pode aumentar em 31,64% (MOREIRA et al., 2019).
Problemas, como manejo inadequado, ineficiéncia dos recursos de producao, baixa
produtividade, instabilidade de precos e comercializagdo afetam as taxas de retorno da

cultura.

3.3. Melhoramento do maracujazeiro

O melhoramento do maracujazeiro pode ser visto por varias vertentes, em
funcgdo das diferentes finalidades, regides consideradas e produto desejado, tais como
aumento de produtividade, resisténcia a pragas e doengas, ¢ obtencdo de cultivares
ornamentais (JUNQUEIRA et al., 2007; CARVALHO et al., 2017; SILVA et al., 2017,
PEREIRA et al., 2019). Devido a apreciacdo da beleza das plantas e suas flores, que
variam em tamanho, forma e cor, pesquisas t€m sido desenvolvidas visando a obtengao
de cultivares para fins ornamentais. O interesse no género, como plantas ornamentais,
vai além da sua beleza, devido a algumas espécies se adaptarem bem a ambientes
interiores, com menor disponibilidade de luz (MELO et al., 2016; SOUZA et al.,
2018), entretanto, no Brasil o uso das passifloraceas para fins ornamentais € recente, e
pesquisas nesse sentido foram iniciadas a poucos anos (FONSECA et al., 2017).

As principais pesquisas no melhoramento genético sdo voltadas para a
obtenc¢do de cultivares mais produtivas, de melhor qualidade de fruto e tolerantes a
estresses bidticos e abidticos (GIOPPATO et al., 2019). A principal espécie pesquisada
¢ a P. edulis, e no Brasil o melhoramento para esta espécie encontra-se consolidado
(BRUCKNER et al., 2002; SANTOS et al., 2015). O melhoramento ¢ tido como um
dos principais contribuintes para a expansdo dos cultivos de maracujd no Brasil
(MELETTI, 2011).

Até os anos de 1970, a produgao de maracuja brasileira era quase incipiente e
o Brasil nem configurava entre os principais paises produtores. Desde entdo, a
atividade comegou a se expandir para diversas regides brasileiras, o que a caracteriza
como uma atividade relativamente nova no Brasil, com pouco mais de 40 anos. Até
metade da década de 80, apesar do notorio crescimento, a atividade era praticada em
completo amadorismo, devido ao baixo conhecimento e nivel tecnologico empregado

na cultura. A partir de entdo, com a expressividade adquirida pela cultura, a



profissionalizacdo da atividade e a formagdo das equipes multidisciplinares e
multiinstitucionais de pesquisa nos anos 90, houve uma expansdo significativa dos
cultivos (MELETTI, 2011).

Até o final dos anos 90, a implantagdo de novos pomares era feita
essencialmente de sementes dos proprios pomares e de atacadistas, pois o mercado de
sementes melhoradas ainda era pouco consolidado ou inexistente. Apos o inicio dos
trabalhos de melhoramento da cultura, na década de 90, ¢ o langamento de cultivares
e hibridos melhorados no inicio dos anos 2000, grande parte dos pomares passaram a
ser instalados ou renovados com sementes selecionadas (MELETTI, 2011; FALEIRO
e JUNQUEIRA, 2016).

O Instituto Agrondémico de Campinas (IAC) e a Empresas Brasileira de
Pesquisa Agropecudria (Embrapa) contribuiram significativamente nesse processo,
com o langamento de importantes cultivares utilizadas até o momento na maioria dos
cultivos (ARAUJO, 2018). Outros programas de melhoramento de maracujazeiro
azedo também possuem cultivares registradas, como da Universidade Estadual do
Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF), Empresa de Pesquisa Agropecuaria e
Extensdo Rural de Santa Catarina (Epagri), Viveiros Flora Brasil LTDA, Feltrin
Sementes LTDA, Agristar do Brasil LTDA e Hortec Tecnologia de Sementes LTDA
(MAPA, 2019).

O programa de melhoramento de maracujazeiro azedo da UFV, ainda nao
possui cultivares comerciais registrados. Entretanto, detém o registro do gendtipo
mutante de maracujazeiro azedo, UFV-M7, insensivel ao fotoperiodo (LIRA JUNIOR
et al., 2014). Além disso, possui genotipos em fase de teste para lancamento. Este
programa foi criado em 1995, e os primeiros trabalhos teve como objetivo a
caracterizagdo dos sistemas de incompatibilidade do maracujazeiro azedo, bem como,
os genes que controlam esta caracteristica (BRUCKNER et al., 1995). O foco do
programa ¢ a obtencdo de genotipos insensiveis as variagdes foto periddicas, tolerantes
a doencas, como a fusariose, ¢ de maior potencial produtivo e melhor qualidade de
frutos.

Alguns  trabalhos  desenvolvidos neste  programa, contribuiram
significativamente para o melhoramento da cultura. Radiacdo gama foi utilizada para
indu¢cdo de mutagdo e obtencdo de gendtipos de maracujazeiro azedo resistentes a
Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae. Na caracterizagao fisico-quimica de frutos dos

gendtipos resistentes, observou-se que 0s mesmos eram passiveis de serem



consumidos tanto in natura, bem como na industria de sucos (FLORES et al., 2011).
O mutante de maracujazeiro azedo insensivel ao fotoperiodo (UFV-M?7) foi obtido a
partir do trabalho citado anteriormente e confirmado por Lira Junior et al. (2014). A
possibilidade de autofecundagdao em P. edulis foi demonstrada por Lira Junior et al.
(2016). A autofecundagdo em maracujazeiro azedo ¢ importante por permitir a fixagao
de alelos e possibilitar explorar efeitos heterdticos na producdo de hibridos. As
populagdes de melhoramento sdo compostas basicamente por germoplasma proprio,
variedades comerciais de P. edulis, além das espécies silvestres, utilizados como fonte
de genes de resisténcia em hibridagdes interespecificas, e porta enxertos.

A produtividade média nacional de maracujazeiro ¢ baixa, quando comparado
ao potencial da cultura. Isto se deve, em grande parte a ndo adogao das tecnologias de
producdo desenvolvidas para a cultura, por muitos produtores. Entretanto, soma-se a
isso, a baixa disponibilidade de genétipos superiores e adaptadas as diversas regides
de producdo (CERQUEIRA-SILVA et al., 2018).

Por ser uma planta de dias longos, o fotoperiodo, associado a baixas
temperaturas, constitui um fator limitante no cultivo de maracuja, em regides de maior
altitude. A cultura possui uma exigéncia em torno de 2200 horas de luz anual,
florescendo mais intensamente em regides e ¢pocas do ano, cujo dias possuem 11 horas
ou mais de luminosidade (LIMA e BORGES, 2004; COSTA et al., 2008). Programas
de melhoramento tem buscado selecionar gendtipos de menor exigéncia luminosa e
com maior tolerancia a baixas temperaturas, visando expandir os plantios de maracuja
também para as regides com maiores latitudes do pais (CAVICHIOLI et al., 2006;
CORDEIRO et al., 2019b).

Além desses fatores abioticos, os problemas fitossanitarios constituem em um
grande problema a ser superado na cultura, visto que a condigao tropical do Brasil, de
clima quente e umido, possibilita condi¢do ideal para o desenvolvimento de diversas
pragas e doencas (RODRIGUES et al.,, 2016; MALHOTRA, 2017). Apesar dos
programas de melhoramento ter como objetivo o desenvolvimento de gendtipos com
resisténcia aos agentes causadores de estresses na cultura, a maioria dos cultivares
disponiveis no mercado ainda ndo dispdem de resisténcia as principais moléstias que
limitam a cultura, o que exige dos produtores atengdo especial para manuten¢ao dos
cultivos.

Ao longo dos anos, varias estratégias de melhoramento foram aplicadas no

melhoramento do maracujazeiro. No inicio das pesquisas, a selegdo massal foi a
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primeira aposta dos melhoristas. A eficiéncia deste método estd condicionada a
existéncia de variabilidade, e que os caracteres sejam de facil mensuragdo e possua
consideravel herdabilidade (BOREM e MIRANDA, 2013). No caso do maracujazeiro,
caracteres como formato do fruto, teor de suco, teor de solidos soluveis totais e vigor
vegetativo se encaixam bem neste quesito (NASCIMENTO et al., 2003). Caracteres
de maior complexidade e de baixa herdabilidade exigem estratégias de selecdo mais
complexas. Devido a alta variabilidade na espécie, ganhos a partir da selecao direta
tem sido relatado para varios outros caracteres relacionados aos frutos, como peso,
largura, comprimento e rendimento de polpa. Além disso, ganhos indiretos em peso
de fruto podem ser obtidos a partir da sele¢do para fruto com diametro equatorial
(CHAGAS et al., 2016).

Vérios outros métodos de melhoramento podem ser empregados no
melhoramento do maracujazeiro, como introducdo de plantas, selegdo com teste de
progénies e sele¢ao recorrente (BRUCKNER, 2005; REIS et al., 2011). O método de
selecdo recorrente intrapopulacional visa o acimulo de alelos favoraveis na populagdo
de melhoramento, a partir de ciclos de avaliacdo, selecdo e recombinagdo dos
individuos selecionados, para formacdo de populagdes melhoradas, e quando
associada a ferramentas biométricas, pode proporcionar ganhos significativos aos
programas de melhoramento (HALLAUER e MIRANDA FILHO, 1988). Apesar deste
método ainda nao constituir no principal método de melhoramento empregado na
cultura do maracujazeiro, tem crescido o niimero de trabalhos com esta metodologia
(SILVA etal., 2009; KRAUSE et al., 2012; FERREIRA et al., 2016; CAVALCANTE
et al., 2018).

Em sele¢do com teste de progénies, no melhoramento do maracujazeiro, ¢
comum a avaliacdo tanto de familias de meios irmaos, como familias de irmaos
completos. Sdo considerados familias de meios irmdos, progénies oriundas de um
unico fruto, colhido de um genitor feminino, cujo genitores paternos sdo os diversos
genotipos presentes na area que doaram polen para formagao do fruto (BRUCKNER
et al., 2002). Familia de irmaos completos sdo obtidas a partir do cruzamento
controlados entre genitores especificos, assim se conhece ambos os genitores das
progeénies.

O estudo a nivel de familia ¢ importante no melhoramento de plantas,
principalmente quando visa manipular caracteres quantitativos, onde a genética

quantitativa possui grande relevancia (CRUZ et al., 2004). Neste contexto, geralmente
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o melhorista busca, a partir da genética quantitativa, estimar pardmetros genéticos
fundamentais para identificar a natureza da acdo de genes envolvidos no controle dos
caracteres quantitativos, como variancia genética, correlacao e herdabilidades. Para a
estimacao desses parametros, os testes devem ser realizados sob delineamentos
estatisticos e delineamentos genéticos. Delineamentos genéticos sdo sistemas de
cruzamentos no qual o pesquisador conhece a relagdo de parentesco entre os
individuos, ou grupos de individuos. Varios delinecamentos genéticos sao descritos,
como os dialelos, ensaios de familias e delinecamentos I, II ¢ III de Comstock e
Robinson (CRUZ & CARNEIRO, 2003).

O conhecimento da relagdo de parentesco ¢ importante, pois as estimativas de
variancia genética, e consequentemente de herdabilidade sao dependentes do tipo de
familia que ¢ avaliado. Em geral, os programas de melhoramento do maracujazeiro
sdo de iniciativas publicas e sofrem com a limitagdo de recursos para realizacdo das
atividades. Avaliagdes de progénies e manuten¢do de genitores em bancos de
germoplasma constituem atividades relativamente onerosas aos programas, por
demandar investimentos em infraestruturas, além de mao-de-obra constantes para
tratos culturais. Pesquisas visando reduzir o nimero de avaliagdes em campo, com
estudos de repetibilidade de caracteres ao longo do tempo (SANTOS et al., 2015;
NEVES et al., 2015) e alternativas para manutencao de bancos de germoplasma, tais
como armazenamento de sementes por criopreservacao e manutencao de germoplasma
in vitro (MELETTI et al., 2005) tém sido realizadas visando economia de recursos ¢

acelerar os ganhos dos programas.

3.4. Marcadores moleculares no estudo da diversidade e caracterizacao genética

em passifloras

A caracterizagdo do germoplasma consiste em um dos primeiros passos para o
estabelecimento de um programa de melhoramento. A caracterizagao visa diferenciar
acessos, separar classes ou categorias, quantificar a variabilidade existente e identificar
gendtipos mais similares e divergentes na populagdo, a partir de um conjunto de
descritores, de natureza morfologica, bioquimica, fisioldégica ou molecular; e tornam
a utilizagdo dos acessos mais efetiva (VALLS, 2007).

A caracterizacao morfoldgica, devido a facilidade e acessibilidade de mensurar

certas caracteristicas, tem sido mais utilizada. Para caracteres qualitativos ou fixos,
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governados por um ou poucos genes, essa caracterizacdo ¢ eficiente e proporciona
bons resultados, devido a pouca influéncia ambiental. Entretanto, ao avaliar caracteres
quantitativos, governados por muitos genes, estes caracteres sao fortemente
influenciados pelo meio ambiente. Neste caso, as variagdes mensuradas podem ser
devidas aos efeitos ambientais, e ndo por causas genéticas hereditarias (LEITE et al.,
2016). Além disso, marcadores morfoldgicos apresentam limitagdo quanto a
capacidade de discriminar pequenas diferengas entre gendtipos, € também quanto ao
tempo gasto para mensuracao de algumas caracteristicas, em especial em espécies
perenes, cujo ciclo de vida ¢ longo (FALEIRO, 2007).

Em contrapartida, marcadores moleculares, por acessar a informagao a nivel de
DNA nao sofrem influéncia ambiental, identifica grande nimero de polimorfismo e
pode ser empregado em qualquer fase de desenvolvimento da planta, seja semente,
plantulas ou na fase adulta (FALEIRO, 2007). Os marcadores moleculares podem ser
aplicados em todas as etapas do melhoramento. No pré-melhoramento, os marcadores
podem ser eficientemente aplicados para a caracterizacao dos acessos em bancos de
germoplasma, mapeamento e identificacdo de genes de interesse. No melhoramento
em si, significativos ganhos genéticos podem ser obtidos a partir da seleg@o assistida
por marcadores, além de serem eficientes no direcionamento de cruzamentos, e
permitir maximizar a obtencdo de efeitos heterdticos. No pds-melhoramento, os
marcadores podem ser aplicados em testes visando assegurar a autenticidade de
cultivares, pureza genética de sementes e clones (PEREIRA et al., 2005).

No género Passiflora, a aplicabilidade dos marcadores moleculares ¢
consideravel na caracterizacdo de espécies. Marcadores RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA) (WELSH e MCCLELLAND, 1990) foram utilizados para estimar
a diversidade entre acessos de maracujazeiro azedo (P. edulis) e outras nove espécies
relacionadas do género. Os marcadores foram eficientes para caracterizar a baixa
diversidade entre os acessos de maracuja azedo e agrupar as populagdes de acordo com
sua regiao de origem, além de evidenciar a expressiva variabilidade entre as espécies
(VIANA et al., 2003). Fonseca et al. (2009), com o objetivo de avaliar a recuperacao
de caracteristicas do genitor recorrente de maracujazeiro em retrocruzamentos (RC4 e
RCS), utilizaram marcadores RAPD na caracterizagdo dos acessos, sendo os
marcadores efetivos na elucidagdo de polimorfismos nos gendtipos, devido ao
cruzamento interespecifico, e na elucidacao da dissimilaridade entre os genitores P.

edulis e P. setacea.
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Marcadores AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) (VOS et al.,
1995) foram utilizados para estimar a diversidade entre 36 acessos de maracujazeiro
azedo coletados em 18 estados brasileiros, e apresentou resultados consistentes, ao
elucidar a ampla diversidade genética entre os acessos, € a nao formacdo de
estruturacdo geografica (GANGA et al., 2004). AFLP também foi utilizado na
caracterizagdo da diversidade genética de 60 acessos de maracujazeiro roxo coletados
em plantios comerciais da Coldmbia, além de um exemplar de maracujazeiro roxo
silvestre e mais quatro acessos de espécies do género Passiflora. Os marcadores AFLP
foram eficientes para elucidar a baixa diversidade nos acessos de maracujazeiro roxo
do pais (ORTIZ et al., 2012).

Marcadores RGAs (marcadores analogos a genes de resisténcia) foram
utilizadas na caracterizagao da diversidade genética em oito espécies de maracujazeiro
silvestre, e evidenciaram expressiva diversidade entre os acessos (PAULA et al.,
2010). Estes marcadores estdo relacionados a regides conservadas no genoma,
conhecidas como NBS (dominio de ligagdo a nucleotideos), e podem estar ligados a
locos de genes de resisténcia, denominados também de analogos do gene R
(KANAZIN et al., 1996; PAN et al., 2000, Madsen et al., 2003). Santos et al. (2011)
avaliaram a diversidade genética entre 45 acessos de maracujazeiro roxo, azedo e doce
a partir de marcadores ISSR (Inter-Simple Sequence Repeat) (ZIETKIEWICZ et al.,
1994) e concluiram que esses marcadores sao eficientes para a caracterizagdo da
diversidade genética.

Dentre os diversos marcadores disponiveis, os marcadores microssatélites (ou
SSR - Simple Sequence Repeat) (GUPTA et al., 1996) se destacam. Estes marcadores
sao amplamente distribuidos no genoma de organismos eucariotos € procariotos, €
flanqueiam regides microssatélites, ou seja, pequenas sequéncias de nucleotideos (2 a
6 pares de bases), repetidas em tandem (SHI et al., 2013). Esses marcadores
apresentam caracteristicas que os tornam importantes para o melhoramento de plantas,
tais como, alta reprodutibilidade, natureza codominante, neutralidade evolutiva e alto
nivel de polimorfismo gerado (BUSCHIAZZO e GEMMELL, 2010). Esses
marcadores apresentam ainda outras vantagens como, facilidade de operacao, rapidez,
exige baixas quantidades de DNA, baixos custos de utilizagdo, se quando comparados
a outras técnicas biotecnologicas, grande poder de resolu¢ao e multialelismo (CHEN
et al, 1997). A principal desvantagem sdao os altos custos envolvidos no

desenvolvimento, por serem especificos (GIMENES et al. 2007).
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Apesar dos marcadores microssatélites serem tidos como especificos, as
regides flanqueadoras desses marcadores podem ser conservadas entre espécies
proximas, ou at¢ mesmo entre géneros. Isto confere uma vantagem adicional a esses
marcadores que € a possibilidade de realizar estudos de transferibilidade de primers
para outras espécies (BRONDANI et al., 1998), e permite reduzir os altos custos e o
laborioso trabalho no desenvolvimento desses marcadores em algumas espécies.

Essa técnica tem sido util na caracterizacdo molecular de espécies silvestres do
género Passiflora que ndo possuem marcadores SSR desenvolvidos. Oliveira et al.
(2013) avaliou a transferibilidade de 41 marcadores SSR desenvolvido para
maracujazeiro azedo, para 11 espécies silvestres, e 21 destes foram transferiveis para
todas as espécies. Silva et al. (2014) verificou a amplificagdo cruzada de sete
marcadores desenvolvido para P. alata e de 24 marcadores desenvolvido para P.
edulis, para cinco espécies silvestres de passiflora e observaram taxas de transferéncia
de até 28,5% dos marcadores de P. alata ¢ de até 62,5% dos marcadores de P. edulis.

O primeiro trabalho com o objetivo de desenvolver marcadores SSR em
Passiflora foi realizado em 2005 (OLIVEIRA et al., 2005). Os autores desenvolveram
10 marcadores e validaram em 43 gendtipos de P. edulis, provenientes de 12 acessos.
O numero de alelos por loco obtido variou de 1 a 20, com média de 5,3 alelos, o que
mostrou a eficiéncia destes marcadores na caracterizagao de acessos de maracujazeiro.
Em 2006, outros 107 primers foram desenvolvidos especificamente para P. edulis
(OLIVEIRA, 2006). Em 2017, mais 57 marcadores SSR foram desenvolvidos para P.
edulis (ARAYA et al., 2017), o que aumentou consideravelmente a quantidade de
marcadores microssatélites disponiveis para estudos nesta espécie. Atualmente,
diversos trabalhos estdo sendo realizados utilizando marcadores microssatélites na
caracterizacdo de espécies do género Passiflora.

Dentre as aplicagdes desses marcadores no melhoramento genético, destacam-
se a eficiéncia em estudos de diversidade genética e estrutura populacional, sele¢ao
assistida por marcadores, mapeamento genético, orientacao de futuros cruzamentos e
estudos genéticos. Oliveira et al. (2008) construiram um mapa molecular para
maracujazeiro azedo usando marcadores microssatélites. Cordeiro (2017) avaliou a
paternidade e a efetividade de genitores em progénies de meios irmaos de
maracujazeiro utilizando marcadores SSR. Araujo (2018) estudou a diversidade
genética de linhagens elites do programa de melhoramento de maracujazeiro azedo da

UFV e das cultivares comerciais brasileiras de maracujazeiro azedo, via marcadores
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SSR e identificou baixa diversidade genética entre os gendtipos estudados. Devido as
regides conservadas, esses marcadores podem ser uteis em estudos de taxonomia e
sistematica, devido a capacidade de detectar diferencas entre os taxons, pelo
polimorfismo dos alelos (BORGES, 2016; TULER et al., 2015).

Marcadores SSR ¢ RAPD foram utilizados para confirmar a paternidade de
hibridos interespecificos entre P. gardineri Mast e P. gibertii N. E. Brown (BELO et
al., 2018). Silva et al. (2016) estudaram a estrutura genética de 81 progénies de P.
edulis no terceiro ciclo de selecao recorrente, e os marcadores SSR foram eficientes

na estruturagdo das progénies.
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4. MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado no Laboratorio de Biotecnologia ¢ Melhoramento
Vegetal, localizado no Setor de Fruticultura, pertencente ao Departamento de
Fitotecnia da Universidade Federal de Vicosa-MG. Duas progénies de irmaos
completos, obtidas a partir de hibridacdo artificial, ¢ uma progénie obtida por
polinizacdo aberta, foram genotipadas e a partir destas foi realizado o estudo da

estrutura das populagdes e da diversidade genética.

4.1. Genitores e obtenciao das progénies

Para obtencdo das progénies de irmaos completos, dois pares de gendtipos
elites contrastantes pertencentes ao programa de melhoramento de maracujazeiro
azedo da UFV e conduzidos na Unidade de Ensino, Pesquisa e Extensdo (UEPE),
pomar de Araponga-MG, foram cruzados de forma controlada. A obtencdao das
sementes e a progénie de meios irmaos foi obtida por polinizagdo aberta. Os genitores
utilizados estdo apresentados na Tabela 1.

A progénie 1 (PHA) foi obtida do cruzamento 4215/4-4 (P1) x 4715/2-2 (P2) e
a progénie 2 (PHB) foi obtida do cruzamento 4215/1-3 (P3) x 4915/1-2 (P4) (Tabela
1). As flores dos genotipos destinadas ao cruzamento foram protegidas na antese, pela
manha, com sacos de papel. Apos a abertura floral, o saco contendo pdlen da flor
doadora foi retirado, e entdo o polen foi transferido para o estigma da flor receptora,
com auxilio de uma haste de algodao flexivel. Apos a polinizacao, as flores foram
novamente cobertas com sacos de papel para evitar contaminacdo com polens
provenientes de outras plantas.

A progénie de polinizagdo aberta (PPA) foi obtida no pomar de maracujazeiro
azedo, conduzido na Unidade de Ensino, Pesquisa e Extensdo (UEPE), pomar de
Araponga-MG. Uma planta escolhida de forma aleatoria, foi marcada para constituir
o genitor feminino (P5) (Tabela 1). Onze plantas no entorno, também foram marcadas
de forma aleatdria, e constituiram os possiveis genitores masculinos formadores da
PPA (P6 ao P16) (Tabela 1), doadores de polen. Uma flor do genitor feminino foi
marcada quando o maior numero de plantas possivel ao redor estava na fase de

floragdo. Esta estratégia foi realizada para que a progénie obtida do fruto fosse
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representativa do fenomeno da polinizagao aberta. O pegamento do fruto foi verificado
uma semana ap6s a poliniza¢do, e entdo os mesmos foram ensacados com rede de

nailon (BRUCKNER e OTONI, 2009).

Tabela 1. Relagdo dos genitores das progénies de irmaos completos PHA e PHB, e da
progénie de meios irmados PPA. P1, P2 e P5 genitores femininos de PHA, PHA e PPA,
respectivamente. P2 e P4, genitores masculinos de PHA e PHB, respectivamente, P6
a P16, possiveis genitores masculinos de PPA.

N° de acessos

Progénies Genitores Codigo . Estrutura genética
genotipados
) ) Pl 4115/4-4
Progénie hibrida PHA 36 Irméos completos
P2 4715/2-2
i . P3  4215/1-3
Progénie hibrida PHB 36 Irméos completos
P4 4915/1-2
P5  4715/3-5
P6 SC1-3
P7 GA 1-3
P8 GA 3-3
P9 4315/4-4
Progénie de polinizagdo aberta PPA P10 4315/4-3 45 Meios irmaos
P11 4315/4-2
P12 SC1-2

P13 4815/2-5
P14 4615/4-4
P15 SC 1-4

P16  4915/4-4

Os frutos foram colhidos entre 65 e 90 dias apds o cruzamento, quando
apresentarem-se maduros, de acordo com o critério proposto Negreiros et al. (2006),
ou seja, quando os frutos se apresentavam com no minimo 5% da coloragdo amarela.
Ap6s a colheita, os frutos foram processados para retirada das sementes. Um corte
transversal no fruto foi realizado, e entdo a polpa, juntamente com as sementes foram
vertidas sobre uma peneira de malha fina, na qual foi adicionada cal virgem 10% e
uma leve pressao foi realizada sobre as sementes, friccionando-as contra a malha da
peneira, para retirada do arilo. Em seguida, as sementes foram lavadas em éagua
corrente e a secagem feita em sombra por dois dias, sob temperatura ambiente e

armazenadas a 4 °C (geladeira) até a semeadura.
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A semeadura foi realizada em sacos de polietileno de 0,5 dm® em substrato
contendo latossolo vermelho, areia e substrato na propor¢ao de 2:1:1, e conduzidas até

a fase de muda, para retirada do tecido foliar.

4.2. Genotipagem

Para a extracdo de DNA, foram coletadas folhas jovens completamente
expandidas de cada individuo a ser genotipado. A coleta foi realizada na parte da
manha, e as folhas foram acondicionadas em saco de papel, em caixa de isopor com
gelo e conduzidas ao laboratorio, onde foi conduzida a extragdo de DNA a partir do
material fresco.

Assim, 200 mg de tecido vegetal foi macerado juntamente com o 700 uL
tampao de extracdo e 4 pL de 2-mercaptoetanol (Doyle e Doyle, 1990) em macerador
Tissue Lyser II (Qiagen®) por 10 min a 30 mHZ. O tampao de extra¢ao era composto
de CTAB 2%, NaCl 1,4 M, EDTA 0,02 M, Tris-HCI pH 8,0 0,1 M e PVPP 1%, e
proteinase K (1 mg.ml!), adicionado apds a autoclavagem do tampao. O macerado foi
levado ao banho-maria a 65 °C, por 30 minutos e homogeneizados suavemente a cada
trés minutos. Em seguida, o material foi deixado em descanso por 10 minutos a
temperatura ambiente. Para a purificagao, 700 pL. da mistura de cloroférmio: alcool
isoamilico: fenol (24:1:25) foi adicionada sobre o macerado e entdo o mesmo foi
centrifugado a 2800g por 10 minutos. O sobrenadante foi transferido para um novo
tudo de 1,5 pL, sendo este procedimento de purificagdo repetido por trés vezes.
Terminada a purificacdo, o sobrenadante foi transferido para um novo tubo de 1,5 pL,
no qual foi adicionado 70 pL de Acetato de sodio (NaOAC) 3 mol.L!' e 700 uL de
alcool isopropilico gelado para a precipitacdo do DNA. As amostras foram entdo
deixadas em overnight, a temperatura de -20 °C.

No dia seguinte, as amostras foram centrifugadas a 18928g por 10 min, e a fase
aquosa eliminada. Em seguida, o DNA foi lavado em alcool, sendo duas lavagens em
700 pL de etanol 70% gelado e centrifugacao a 18928g por 15 minutos e duas lavagens
em 700 pL de etanol 95% gelado e centrifugacdo a 18928g por 15 minutos. A elui¢do
do DNA foi realizada em 100 pL de 4gua deionizada, adicionado 1 pL de RNAse 10
ng.uL!, aquecidos em banho-maria a 37 °C por 20 minutos. A concentracio e

qualidade do DNA foram verificadas por meio de leitura da absorbancia em um
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espectrofotdmetro de microplacas (Multiskan™ GO), nos comprimentos de onda 230,
260, 280 nm.

O DNA purificado foi amplificado com 27 primers microssatélites (SSR)
desenvolvidos por Oliveira (2006) e Cerqueira-Silva et al. (2014) para P. edulis
(Tabela 2). Para reacdo em cadeia de polimerase (PCR), foi preparado um mix de
reagentes nas seguintes concentracgdes: 40 ng de DNA; tampao 1X (500 mM de KCI;
100 mM Tris-HCI pH 8,4; 1% Triton X-100); 1,5 mM de MgCly; 0,25 uM de cada
dNTP; 0,3 uM de cada primer; 0,6 U de Taq DNA polimerase. A amplificagao dos
fragmentos foi realizada em termociclador Veriti®, sob a seguinte condicdo:
desnaturagao a 94 °C por 4 min, seguido de 10 ciclos de touchdown PCR com
desnaturagdo a 94°C por 40 s, anelamento a 61 °C, com decréscimo de 0,5 °C por ciclo,
por 40 s e extensao a 72 °C por 50 s. Em seguida, mais 28 ciclos com desnaturagdo a
94 °C por 1 min, anelamento a 58 °C por 1 min e extensdo a 72°C por 1 min foram
realizados, seguido de extensdo final a 72°C por 7 minutos.

Os fragmentos amplificados foram separados por eletroforese em gel de
poliacrilamida desnaturante 6%, a 60 watts, 1750 volts e 60 mA por 2 h. Os produtos

da amplificagdo foram corados com nitrato de prata 2%.

4.3. Analises estatisticas

Os dados moleculares foram analisados como marcador codominante e
tabulados de acordo com o nimero de alelos em cada loco, a partir do qual foi gerada
uma matriz de distdncia multivariada entre os individuos para o estudo da diversidade,
e agrupamentos das progénies. Em cada populacao foi calculado a frequéncia alélica,
frequéncia de heterozigotos (Ho) e conteido de informacdo polimédrfica (PIC)
observado e estimado para cada marcador. A diversidade entre e dentro das progénies
foi estudada pela analise de varidncia molecular (AMOVA) de Excoffier (1992).

Para constru¢do da matriz de distancia para o estudo da diversidade entre e
dentro das populagdes, foi considerado o complemento do indice ponderado de Nei (D
= 1-S). Em que, S ¢ dado por:

Sii’ = %Z§=1 PjCj, onde:

Pj = a;j: peso associado ao loco j, determinado por:

aj: niimero total de alelos do loco j
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A: namero total de alelos estudados.
Sendo, Y5, Pj =1

Cj: nimero de alelos comuns entre os pares de acessos.

O software Structure (PRITCHARD et al., 2000) foi utilizado para estudar a
estrutura populacional das trés progénies e encontrar um valor de K grupos que melhor
representasse as trés progénies, com base em abordagem bayesiana. Foram utilizadas
2500 interagdes no burn-in ¢ 7500 iteragdes no MCMC (Markov Chain Monte Carlo).
Foi utilizado um modelo de mistura com frequéncia dos alelos correlacionados. O
numero de agrupamentos testados foi de 1 a 6 (6 = p+3, onde p representa o numero
de populagdes reais), com 20 repeti¢cdes para cada K testado. Para a determinacdo do
melhor K foi utilizado o critério AK descrito por Evanno et al. (2005), no software
Structure Harvester (EARL e VONHOLDT, 2012).

As analises descritivas e AMOVA foram realizadas com auxilio do software
estatistico Genes (CRUZ, 2013). A matriz de distancia e os agrupamentos foram
realizados no software R (KAMVAR et al., 2014; YU et al., 2017). Para o
agrupamento foi utilizado o método da ligacdo média entre grupos (UPGMA), e o
ponto de corte foi determinado de acordo com o critério de Mojena (1977),

considerando k igual a 1,25.



21

Tabela 2 - Sequéncia dos 27 pares de primers microssatélites desenvolvidos para P. edulis por Cerqueira-Silva et al. (2014) (primers mPe-
UNICAMPO1 e mPe-UNICAMPO02) e por Oliveira (2006) (demais pares de primers), motivo e tamanho do alelo esperado, usados na caracterizagao

genotipica das progénies.

Marcador Primer forward Primer reverse Motivo Tamanho (pb)
mPe- CCTGTCGGAAAGACTTCTGC GGATCGTTGTGGAGTGTGGT 230-232
UNICAMPO1

mPe-

TCGAGTGAGATTGGCAGTG TTGGCTTCGAGGAGAAGAA 165-178

UNICAMPO02

PEO3 GCAGCGAGGGAAGAAAAA TGAGACATCGTGCGTGAA (GA)10 156
PEO4 ATGCTTTTGGAAATCCGTTT TGCTCATGCAAAGTCACTGG (TG)oy 235
PEO5 GCGGGATTCTCTTGGCTTAC TAATCTCAGCTGGGTTTGGT (TC)4C(TC)sCC(TC)11 211-223
PEO06 AGCGGGGAGGAGAGTAGC GCCTGATGTCAAAAACACAG (CA); 187
PEO7 TGCTCATTGATGGTGCTTG TCGTCTCTTCTCCTCCTTCA (GA)23 138
PEO8 CCGGATACCCACGCATTA TCTAATGAGCGGAGGAAAGC (GTTGTG)4 282
PE11 GCATAAGTTGTCGGTCTTGG CCTCGAACCTCTATCATCCA (GDu 178
PE12 CGTAATATTGTTTGGGCACT ATCATGGGCGAACTCATTT (TG)s 150
PE13 AAGCACCCCAATCGTTGA CCCCCTGCCACCTGAGTA (GT)s 172
PE18 CCGTGAACCAACCATTTCTC TTGCAGCACAAACAAGTCAA (TG)o 220
PE20 AGGATCACCATAGAAAACCAT GTTAGGTTGGCATTGCTCTT (AAAC), 242
PE23 CAATCCCTTGACCCATAGA CGTCCATCCTTCTCCTTT (GA)19 206
PE24 TCAAACTGAACTCGTAAAGG GTGCTGGGAGACTGATGTT (CA)5 294
PE27 TTGCTCATTGCACTCATCCT GCAGACATTTCCTGGAGCA (GT), 139
PE35 ATTATGCCTAAAAACCCAAA TGATCCAGAGGTTGAGAGG (CA)9 225

Continua...
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Loco Primer forward Primer reverse Motivo Tamanho (pb)
PE37 CAAAAGGATAGGCCTGATGTC TGCTTGGTCATCCACTGAAG (TG)s 232
PE38 GATCGGTCCTCGGTTAGAC AGTCACACAGCATGAGAAATC (TG)s 215
PE41 ATCGGGGTTCGCTTATTTG CGTTCATCCTTTAGTGGGCTA (TTAA)s 220
PE42 GTCACTTCATTCTTCCTTTCC TTAGCCCACTCAAACACAA (GT)s 216
PE54 TGGTGTGTGTGGGTGATTAG CATTCTCCTGCCACCTGAGT (TG), 176
PE5SS8 GCAATTTCACCATCTTCTGCT CCACGGTCATGGATGTTC (AO)1 243
PE66 CCATAGTCCCAACAAGCATC GCTGTGGACCCTAACTCAGTC (AC)9 165
PE74 CCCTCTTATCAATAGCGTTGG GCACGAGCACGAGTATTTATT (ATCACA)s 215
PE90 TCAGGAAGATTGCATGTTAGT CTGGGTTTTGTTTATGTTGC (AGC)s 245
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Qualidade das amplificacdes, perfil genético e heterozigosidade das progénies

estudadas

Dos 27 pares de primers SSR testados, 18 pares apresentaram amplificacao,
contendo bandas bem definidas. Desses, oito pares apresentaram polimorfismos entre
os genitores das populagdes estudadas. Os demais foram monomorficos ou
apresentaram alta propor¢ao de bandas inespecificas, o que inviabilizou a utiliza¢do
no estudo das progénies. O niimero de alelos por loco variou de 2 a 3 alelos, e um total
de 20 alelos diferentes foram encontrados, o que resultou em uma média alélica de 2,5
alelos por loco. O padrao de amplificacdo do primer PE42 na progénie PHA ilustra a

qualidade das bandas obtidas, na figura 1.

MEIE2 ST S 67 8 9 1011 12 1314 151617 1819 20 2122 23 24 2526 2728 293031 32 333435 36 01 02

TN T — et ——
i +

Figura 1. Padrdo de amplificacdo do primer SSR PE42 na progénie PHA e seus
parentais. M: Marcador de peso (100pb). Numeros 1 ao 36 representa os individuos
PHA1 ao PHA36 da progénie PHA. 01 e 02 representa os parentais P1 (genitor
feminino 4115/4-4) e P2 (genitor masculino 4715/2-2) da progénie PHA,
respectivamente.

Pelo perfil genético molecular das progénies (Tabela 3) é possivel observar as
combinagdes alélicas encontradas nas progé€nies para cada marcador utilizado. Nas
progénies PHA e PHB observou-se a ocorréncia de um ou dois alelos por loco, € o
numero de gendtipos variando de um a trés. Na Progénie PPA observou-se maior
diversidade alélica, onde os primers PEOS e PE24 apresentaram até trés alelos por loco.
As progénies PHA e PHB apresenta um maior nimero de alelos comum entre sim, do
que quando comparados a PPA. Nesta progénie foram observados alelos amplificados
nos primers PEO8, PE24 e PE27, ndo encontrados nas progénies hibridas.

A menor de porcentagem de alelos comuns entre as progénies hibridas e as
progénie de polinizacdo aberta pode estar relacionada a formacao das progénies, tendo
em vista que a progénie de polinizacgao aberta ¢ constituida por meios irmaos maternos,

e ha a contribuicdo de diversos genitores paternos na formacao desta progénie,
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enquanto a progénie hibrida ¢ constituida a partir do cruzamento de apenas dois
genitores. E importante salientar que ndo necessariamente a maior riqueza alélica

observada em PPA, refletira em maior frequéncia de heterozigotos nessa progénie.

Tabela 3. Perfil genético molecular das progénies hibridas PHA e PHB e da progénie
de polinizac¢ao aberta PPA, obtido a partir das combinagdes alélicas observadas para
cada loco.

Marcadores microssatélites

Progénies PE02 PE07 PEO8 PPE12 PE18 PE24 PE27 PE42
HS 1222 222333 111333 1222 1112 11 22 1222
HST 1222 111222 111333 1222 11 1112 22 1222

PA 111222 111222 1112132333 1222 1112 1112132233 111222 1222

A média alélica de 2,5 alelos por loco encontrada, estda de acordo com
resultados encontrados em outros trabalhos na literatura. Apesar do maracujazeiro
constituir-se em uma planta essencialmente alogama (BRUCKNER et al., 2005), tem-
se observado que ao estudar acessos pertencentes a determinados programas de
melhoramento, ou ao estudar variedades comerciais, que possuem maiores graus de
selecdo, como as progénies aqui estudadas, a riqueza alélica e o numero de alelos por
loco encontrados tem sido baixa, € possivelmente a baixa média alélica encontrada
neste trabalho esteja relacionado ao grau de selecdo dos gendtipos estudados. Por outro
lado, quando os estudos envolvem gendtipos provenientes de regides com menores
niveis de selecdo, ou até mesmo quando envolve gendtipos advindos de outros paises,
ariqueza alélica tem sido maior, com maior numero de alelos por loco (CERQUEIRA-
SILVA etal., 2014).

Outros estudos conduzidos no programa de melhoramento de maracujazeiro
azedo da UFV e em outros programas, também demostraram esse estreitamento da
base genética dos acessos de P. edulis. Cordeiro (2017), estudando progénies de
maracujazeiro amarelo pertencentes ao programa de melhoramento de maracujazeiro
azedo da UFV, encontrou média alélica de 2,8 alelos por loco. Aratjo (2018), ao
caracterizar cultivares comerciais e linhagens também pertencentes ao programa de
melhoramento de maracujazeiro azedo da UFV, encontrou média de 2,6 alelos por
loco. Na UENF, Reis et al. (2011) estudando a diversidade genética de progénies de
maracujazeiro azedo, encontraram média de 2,46 e 2,30 alelos por loco, no primeiro e

segundo ciclo de sele¢do recorrente, respectivamente. Araya et al. (2017) encontraram
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média de 3,26 alelos por loco ao testar a eficiéncia de 57 marcadores microssatélites
em 10 acessos de maracujazeiro azedo.

Por outro lado, resultados diferentes dos encontrados no presente trabalho sao
encontrados quando os trabalhos envolvem acessos menos selecionados, € maior
diversidade alélica ¢ observada. Cerqueira-Silva et al. (2015), estudando acessos de
maracujazeiro provenientes de diversos estados brasileiros e alguns acessos
estrangeiros, encontraram média alélica de 5,52 alelos por loco, assim como Oliveira
(2006) estudando a F» obtida a partir do cruzamento de genitores contrastantes de
origem distintas, encontrou média de 7,6 alelo por loco. Ocampo et al. (2017), ao
estudarem os acessos colombianos de P. edulis, detectaram de 6 a 18 alelos por loco,
porém, ¢ importante salientar, que o estudo foi realizado nos acessos distribuidos em
diversas regides da Colombia e alguns acessos advindos de outros paises, sendo
esperado uma riqueza alélica maior. Esses mesmos autores, ao estudarem a diversidade
entre os acessos, considerando as diversas regides de origem, verificaram 1,61 e 2,8
alelos por loco, valores proximos aos encontrados no presente trabalho.

Estes resultados demonstram que em geral, os programas de melhoramento de
maracujazeiro tém trabalhado com acessos de base genética estreita, e evidencia a
necessidade de incorporar novos genétipos em blocos de cruzamentos, a fim de
aumentar a variabilidade genética. Costa et al. (2012) encontraram menor nimero de
bandas em populagdes de P. edulis melhoradas do que em populacdes de banco de
germoplasma e sugerem que alelos podem ter sido perdidos devido a processos de
selecdo, podendo ser recuperados por meio de novos cruzamentos.

O estreitamento da base genética dos acessos de P. edulis nos programas de
melhoramento, demonstrado neste trabalhos e nos trabalhos citados acima, pode ser
explicado pelas exigéncias de mercado, quanto a qualidade de frutos, produtividade, e
a necessidade de selecionar gendtipos quanto a tolerancia a pragas e doencas, que leva
ao estreitamento da base genética dos acessos estudados (ARAUJO, 2018). Reis et al.
(2011) atribuiram a baixa diversidade alélica encontrada em seu trabalho, ao fato de
que os gendtipos estudados no programa serem originados de variedades comerciais
ja utilizadas na regido a longo tempo, e, portanto, apresentam estreita base genética.
Segundo Lopes et al. (2015), redug¢do da variabilidade genética tem ocorrido em
diversas culturas melhoradas, como ¢ o caso do trigo, ¢ ocorre devido a selecdo

praticada para caracteres de interesse, € a estreita base genética dos acessos explorados.
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No presente trabalho, nas progénies PHA e PHB, 75% dos marcadores
evidenciaram locos em heterozigose, enquanto na progénie PPA, todos os marcadores
evidenciaram locos em heterozigose. No entanto, na progénie PPA, alguns locos
apresentaram frequéncia de heterozigotos menores que 0,1 (locos PE12, PE27 e PE42),
o que ndo foi observado em PHA e PHB, onde todos os locos em heterozigose
apresentaram frequéncia de heterozigotos superiores a 0,3.

Valor maximo de heterozigose observado foi de 0,53, 0,62 e 0,58 nas progénies
PHA, PHB e PPA, respectivamente. Os valores médios de heterozigose foram 0,33,
0,40 e 0,26 em PHA, PHB e PPA, respectivamente, e evidenciam que as progénies
hibridas, apesar de apresentarem alguns locos em homozigose, conseguiram expressar
maior heterozigose média, em relagao a PPA (Tabela 4).

Os valores de PIC para a maioria dos marcadores foi maximo ou préximo do
valor méximo nas trés populagdes, com valores obtidos nos locos heterozigoticos de
0,25 a 0,37 na progénie PHA, 0,29 a 0,37 na progénie PHB, e em PPA os valores
variaram de 0,05 a 0,41. Excec¢ao ¢ observada nos locos PE24 ¢ PE27 em PHA, ¢ nos
locos PE18 ¢ PE27 em PHB, que apresentaram PIC igual 0, por serem homozigotos
nessas progénies. Apesar dos valores de PIC obtidos serem considerados
moderadamente informativos (BOTSTEIN et al., 1980), os marcadores foram
eficientes na caracterizacao das progénies.

Ressalta-se que o numero de alelos encontrados, bem como a heterozigosidade
podem variar entre diferentes trabalhos para a mesma espécie em estudo, visto que
cada populacao estudada possui caracteristicas peculiares, que leva a alteragdes nesses
fatores. O grau de selecdo na qual uma populagdo se encontra ¢ um dos principais

fatores que podem levar a alteragdes nesses indices.
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Tabela 4. Alelos por loco, frequéncia dos alelos Al, A2, A3, heterozigosidade
observada, conteudo de informagdo de polimorfismo observado (PIC) e maximo
(PICmax) nas progénies PHA, PHB e PPA.

Progénie Loco Alelos/loco Al A2 A3 Ho PIC  PICmax
PEO2 2 0,22 0,78 0 0,45 0,29 0,38
PEO7 2 0 0,47 0,53 0,42 0,37 0,38
PEOS 2 0,53 0,47 0,53 0,37 0,38
PE12 2 0,18 0,82 0 0,37 0,26 0,38
PHA PE18 2 0,81 0,19 0 0,38 0,26 0,38
PE24 1 1 0 0 0 0 0
PE27 1 0 1 0 0 0 0
PE42 2 0,26 0,74 0 0,53 0,31 0,38
Média 0,33 0,23
PEO2 2 0,32 0,68 0 0,63 0,34 0,38
PEO7 2 0,43 0,57 0 0,55 0,37 0,38
PEOS 2 0,46 0 0,54 0,45 0,37 0,38
PHB PE12 2 0,28 0,72 0 0,55 0.32 0,38
PE18 1 1 0 0 0 0 0
PE24 2 0,76 0,24 0 0,47 0,3 0,38
PE27 1 0 1 0 0 0 0
PE42 2 0,28 0,72 0 0,55 0,32 0,38
Média 0,4 0,25
PEO2 2 0,46 0,54 0,49 0,37 0,38
PEO7 2 0,07 0,93 0,11 0,12 0,38
PEOS8 3 0,29 0,06 0,65 0,58 0,42 0,59
PPA PE12 2 0,02 0,98 0,04 0,03 0,38
PE18 2 0,94 0,06 0,12 0,11 0,38
PE24 3 0,54 0,39 0,06 0,63 0,45 0,59
PE27 2 0,94 0,06 0,05 0,05 0,38
PE42 2 0,04 0,96 0,07 0,07 0,38
Média 0,26 0,21
Média geral 2,5 0,46 0,2

5.2. Estrutura populacional das progénies

Ao caracterizar a distribui¢do da variabilidade genética entre e dentro das

populacdes por meio da AMOVA, € possivel observar que ao analisar as trés progénies

conjuntamente, maior porcentagem da variacdo estd contida dentro das progénies

(Tabela 5). Ao comparar as progénies aos pares, em todas as comparagdes maior parte
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da variabilidade genética também estd contida dentro das progénies. Maior
variabilidade genética entre progénies foi observada ao comparar as progénies PHA e

PPA, em que a variabilidade entre correspondeu a 38,9% e dentro foi 61,1%.

Tabela 5. Analise molecular de varidncia (AMOVA), comparando porcentagem da
variancia entre e dentro das progénies estudadas.

Comparacgoes (%)
PHA x PHB x PPA PHA x PHB PHA x PPA PHBx PPA
Entre 30,97 24,83 38,9 25,67
Dentro 69,03 75,17 61,1 74,33

Fonte de Variacao

Progénies hibridas sdo obtidas por cruzamentos controlados, assim esperava-
se que PHA e PHB apresentassem um perfil genético proprio, restrito aos seus
genitores, e, portanto, maior diversidade genética seria encontrada entre as progénies,
visto que as mesmas apresentariam menor porcentagem de alelos comuns. A menor
variabilidade entre, nas progénies hibridas (PHA e PHB), pode ser devido ao fato
destas progénies compartilharem genitores aparentados, visto que o0s genitores
femininos de ambas as progénies hibridas, P1 (4215/1-4) e P3 (4215/1-3),
respectivamente, sdo descendentes de genitores aparentados, que leva as populagdes a
terem alta porcentagem de alelos comuns entre si, reduzindo a variabilidade entre as
progénies. Além disso, a alta frequéncia de heterozigotos, devido a hibridagao tende a

aumentar a variabilidade dentro das progénies (GADISSA et al., 2018).

A menor porcentagem de alelos comuns entre progénies, tende a aumentar a
porcentagem da variagdo entre as progénies (COSTA et al., 2012). Assim, como foi
observado alelos ocorrentes em PPA, que ndo estavam presentes nas progénies
hibridas, era de se esperar que ao comparar PPA com estas progénies, maior
variabilidade fosse encontrada entre as progénies, devido a menor porcentagem de
alelos comuns. Entretanto, nos resultados obtidos, em todas as comparagdes, maior
porcentagem da variagdo ¢ observada dentro das progénies. Em PHB x PPA maior
variagdo dentro pode ser porque o genitor masculino de PHB (P4) (4915/1-2) mantém
relacdo de parentesco com o genitor feminino de PPA (P5) (4715/3-5), reduzindo o
distanciamento entre estas progénies. Entre PPA e PHA, em que os genitores nao

mantém relagdo de parentesco, observa-se um aumento da propor¢ao da variagdo entre
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as progénies. Ainda assim, maior propor¢do da variagdo ¢ encontrada dentro destas

progénies, e possivelmente devido ao alto grau de selecdo das progénies trabalhadas.

Ao avaliar a estrutura genética para determinar os padrdes de diferenciacdo das
trés progénies, pela abordagem bayesiana utilizando o critério do AK de Evanno et al
(2005), observa-se que o numero mais provavel de grupos para diferenciar as
progénies ¢ K=2 (duas populacdes) (Figura 2). Ao avaliar a estrutura genética das
progénies com K=3 (Figura 4A), ¢ possivel visualizar que as progénies PHB (em
verde) e PPA (em azul) possuem maior semelhanca genética entre si, enquanto PHA
(vermelho) tende a diferenciar destas duas progénies. O genitor feminino de PPA
(4715/3-5) (individuo 77 na Figura 4A) apresenta um perfil genético mais proéximo a
progénie PHB, possivelmente pela relagdo de parentesco com o genitor masculino
4915/1-2 da progénie PHB (individuo 40 na Figura 4A). Além disso, outros possiveis
genitores da progénie PPA possuem relagdo de parentesco com PHB, como o genotipo
P16 (4915/4-4) (individuo 88 na Figura 4A), que pode ter aumentado a similaridade
genética destas progénies. Assim, pode-se concluir que nao necessariamente, menor
variacdo entre as progénies, como observado pela AMOVA, leva a uma estrutura
genética semelhante.

Ao considerar k=2 (Figura 3B), ¢ possivel verificar a influéncia da relagdo de
parentesco na estrutura genética da populacdo. Como PHB possui relagdo de
parentesco com ambas as progénies, observa que seu perfil genético pode ser
considerado intermedidrio entre as duas estruturas populacionais hipotéticas
consideradas (41 a 76, figura 3B). Por outro lado, PHA (3 a 38, figura 3B) ¢ PPA (89
a 133, figura 3B), mantém um perfil genético mais caracteristico, possivelmente por
nao possuir relagdo de parentesco entre si. A proximidade de PHB, com as demais
progénies, e portanto nao possuir um perfil genético proprio, pode ser responsavel pela

estruturagdo das progénies com k igual a 2.
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DeltaK = mean(|L"(K)|) / sd(L(K))
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K

Figura 2. Estimativa das probabilidades de K, a partir do método de Evanno et al.
(2005).
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Figura 3. Barplots mostrando a estrutura da diversidade genética dos 133 gendtipos de
maracuja azedo pertencentes as trés progénies estudadas, usando o programa
Structure, baseada no modelo bayesiano da estrutura populacional, com K=3 (A) e
K=2 (B). Cada individuo das progénies ¢ dividido no numero de populagdes
hipotéticas, proporcionalmente ao seu perfil genético, expresso pela escala que varia
de 0 a 1, abaixo nas figuras. 1 e 2, sdo os genitores femininos € masculinos de PHA, 3
a 38 sdo gendtipos da progénie PHA; 39 e 40 sdo genitores femininos € masculinos de
PHB, 41 a 76, genotipos da progénie PHB; e 77, genitor feminino de PPA, 78 a 88,
possiveis genitores masculinos de PPA, 89 a 133 genotipos da progénie PPA.
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5.3. Diversidade inter e intra progénies

Ao avaliar o comportamento da diversidade genética entre os 16 gendtipos
parentais das trés progénies, ¢ possivel observar a formagao de quatro grupos distintos
(Figura 4). Os possiveis genitores de PPA se agruparam em sua maioria em um grupo
constituido de nove individuos. O gendtipo P6 se agrupou sozinho e os gendtipos P7
e P8 se agruparam juntos. Os genitores das progénies hibridas PHA (P1 e P2) e PHB
(P3 e P4) se agruparam em apenas um grupo, entretanto ¢ possivel observar uma maior
proximidade entre P1 e P3, e entre P2 e P4, possivelmente pela relagdo de parentesco
entre esses individuos. De fato, P1 e P3 possui maior similaridade (0,82), do que P1 e
P2 (0,79), da mesma forma, P2 e P4 sdo mais similares entre si (0,79), do que P3 ¢ P4
(0,76).

=

2 i
Height

Figura 4. Agrupamento para os genotipos parentais das progénies PHA (P1 e P2), PHB
(P3 e P4) e dos possiveis genitores de PPA (P5 a P15), obtido a partir do complemento
do indice de similaridade de Nei, a partir do método hierarquico da ligacdo média entre
grupos (UPGMA), com numeros de grupos definidos a partir do método de Mojena
(1977), com k = 1,25.
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Apesar da relagcdo de parentesco entre P4 (genitor masculino de PHB) e P5
(genitor feminino de PPA), estes ndo se mostraram tdo proximos no agrupamento, mas
a similaridade entre estes gendtipos € de 0,82, e evidencia que eles sao muito proximos
geneticamente, apesar de ndo se agruparem proximos no agrupamento. A distancia
média entre os pais foi 0,38, e a maior distancia observada foi entre os genitores P6
(SC 1-3) e P10 (4315/4-3), de 0,68, ambos, possiveis genitores de PPA. O
distanciamento entre estes genitores era esperado, visto que 4315/4-3 constitui em
genotipo elite do programa de melhoramento de maracujazeiro da UFV, e SC 1-3 tem
origem da variedade comercial BRS Sol do Cerrado, justificando seu agrupamento
isolado dos demais gendtipos. Outro possivel genitor da progénie PPA originado da
variedade comercial ¢ o P15 (SC 1-4), entretanto este genotipo se agrupou juntamente
com a maioria dos demais possiveis genitores de PPA, ndo se destacando, como SC 1-
3. A menor distancia foi observada entre os genitores P7 (GA 1-3) e P8 (GA 3-3),
ambos originados da variedade comercial BRS Gigante Amarelo, e entre P9 (4315/4-
4) e P13 (4815/2-5), ambos genotipos elite do programa de melhoramento de
maracujazeiro da UFV, em que a distancia foi de 0,08, e todos possiveis genitores da

progénie PPA.

Ao agrupar os individuos de cada progénie separadamente para estudar o
comportamento da diversidade, € possivel observar diferenca no arranjo da diversidade
genética em cada progénie. Na progénie PPA, juntamente com os possiveis genitores,
observa-se a formacgdo de oito grupos (Figura 5). A maior parte dos gendtipos se
agruparam em apenas um grupo, juntamente com alguns genitores. Apenas PPA20,
PPA36 e PPA45 se agruparam em um grupo a parte, juntamente com o parental P14,
e os genoOtipos PPA31 e PPA42, que se agruparam isoladamente. Os demais quatro
grupos sao constituidos pelos possiveis genitores P6, P10 e P15 que se agruparam
isoladamente, e P7 e P8 que se agruparam juntos. Nos gendtipos PPA31 e PPA42, ¢
observado a presenca de alelos exclusivos dos parentais P8 e P10, respectivamente, e
justifica o afastamento destes genotipos em relagdo aos demais, visto que P8 e P10

também se agrupam distantes dos demais individuos desta progénie.



34

Figura 5. Agrupamento para os individuos da progénie PPA obtido a partir do
complemento do indice de similaridade de Nei, a partir do método hierarquico da
ligacdo média entre grupos (UPGMA), com niimeros de grupos definidos a partir do
método de Mojena (1977), com k = 1,25. P5: genitor feminino de PPA; P6 a P16:
possiveis genitores masculinos de PPA; PPA1 a PPA45: genotipos segregantes da
progénie PPA.

O agrupamento isolado de alguns dos possiveis genitores masculinos da
progénie PPA, indica baixa efetividade destes gendtipos na formagao dessa progénie.
Além disso, baixa diversidade genética ¢ evidenciada nesta progénie, com a maioria
dos genotipos se agrupando proximos, em um mesmo grupo. O genitor P6 encontra-
se localizado ao lado do genitor feminino no campo, sendo esperado contribuigdo
efetiva deste na formacdo da progénie, diferente do que se pode inferir pelo
agrupamento. A baixa contribuicdo desse genitor na formagao da progénie pode ter
acontecido por algum fator limitante, como a interposicao de barreiras fisicas, ou
fatores genéticos, como a incompatibilidade e assincronia de abertura floral dessas

plantas, em relagdo a planta mae.

A proximidade entre os genétipos de PPA e o distanciamento de alguns
genotipos masculinos em relagdo a progé€nie, permite supor a ocorréncia de
cruzamentos correlacionados na formac¢do desta progé€nie. Cruzamentos

correlacionados em progénies de polinizagcdo aberta podem ocorrer por processo de
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autofecundagdo, cruzamentos entre individuos aparentados e baixo nimero de
genitores masculinos efetivos no processo de fecundacdo e formagdo da progénie
(MORI et al., 2013).

Devido a autoincompatibilidade do maracujazeiro, a autofecundagdo nao
ocorre naturalmente (BRUCKNER et al., 2005). Cruzamentos entre genitores
aparentados podem ter ocorrido, visto que a populagdo estudada possuia alguns
individuos, usados com parentais, que tém origens comuns, entretanto o coeficiente de
endogamia foi negativo (f= -0,04), o que evidencia a tendéncia a exogamia, ao invés
de endogamia na populacdo. Assim, o que fica mais evidente nos resultados aqui
obtidos, ¢ o baixo numero de genétipos masculinos que participaram efetivamente na
formagio da progénie. E importante reforcar que a polinizagio no maracujazeiro azedo
¢ do tipo entomofila, a partir de vespas do género Xilocopa (MARCO FILHO, 2005;
SIQUEIRA et al., 2009), e assim, pode apresentar uma polinizagdo mais restrita, e
dificultar a participagdo de genitores mais afastados no campo na formagdo da
progénie (CORDEIRO, 2017), visto que a dispersao limitada do pélen tende as plantas
mais proximas a intercruzarem (WAGENIUS et al., 2010)

Cruzamentos correlacionados conduz a ocorréncia de maior propor¢do de
irmdos completos na progénie. Consequentemente, aumenta o coeficiente de
coancestria dentro da progénie, e reduz o tamanho efetivo de variancia da populagao,
o que leva a necessidade de coletar maiores tamanhos amostrais para representacao da
variabilidade populacional a ser usada em programas de melhoramento ou de
conservagdo (MORI et al., 2013). Segundo Cordeiro (2017), progénies de meios
irmaos obtidos a partir de um fruto, ndo € suficiente para representar a composi¢ao
genotipica da populagao de origem, sendo necessario amostrar maior nimero de frutos
para melhor representacdo, o que consequentemente aumentaria o tamanho das
progénies a serem avaliadas. No presente trabalho, alelos exclusivos dos genitores P8
e P10 ¢ observado apenas nos gendtipos PPA31 e PPA42, e evidencia a baixa
representatividade destes genotipos na progénie, € possivelmente seriam mais
representados em amostras maiores.

Ao avaliar a diversidade genética nesta progénie desconsiderando os parentais
poucos efetivos na formacao das progénies (P6, P7, P8, P10 e P15) e os gendtipos mais
distantes PPA31 e PPA42, nota-se que os individuos da progénie se apresentam mais
bem distribuidos nos sete grupos formados (Figura 6), e elucida a diversidade genética

na progénie relacionada aos gendtipos parentais efetivos na formagao da progénie. Os
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individuos antes considerados nas analises, além de serem muito distantes das
progénies, limitavam a elucidacdo da diversidade genética entre os demais genotipos
dentro desta progénie.

Apesar de haver uma redistribui¢ao dos individuos na formacao dos grupos
apos a exclusdo, observa-se que muitos individuos ainda continuam muito préximos
geneticamente, especialmente os individuos do maior grupo, como os individuos
PPA3, PPA1S, PPA18, PPA22, PPA27, muito proximos entre si € aos parentais P5
(genitor feminino) e P9 (possivel genitor masculino), com distancia entre si igual a
zero ou proxima de zero na matriz de distancia. Entretanto, € possivel observar também
que gendtipos de subgrupos diferentes, dentro do mesmo grupo apresentam valores de
dissimilaridades maiores, como entre PPA1 e PPA39, com distancia de 0,4 entre si. A
maior distdncia observada dentro da progénie PPA foi de 0,46, entre P12 ¢ PPA7,
PPA7 e PPA20, PPA7 e PPA44, e PPA9 e PPA20. Distancia igual a zero foi observada

entre 42 pares de individuos, e a distdncia média entre os genotipos foi de 0,2.

Figura 6. Agrupamento para os individuos da progénie PPA obtido a partir do
complemento do indice de similaridade de Nei, a partir do método hierarquico da
ligacdo média entre grupos (UPGMA), com niimeros de grupos definidos a partir do
método de Mojena (1977), com k = 1,25, apds a exclusdo dos genotipos discrepantes.
P5: genitor feminino de PPA; P9 a P16: possiveis genitores masculinos de PPA; PPA1
a PPA45: genotipos segregantes da progénie PPA.
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Apenas cinco dos possiveis parentais foram considerados nessa andlise e
evidencia que possivelmente grande parte dos gendtipos da progénie sdo irmaos
completos, diferente do esperado em fendomenos de polinizagdo aberta, que seriam
meios irmaos maternos. Apesar dos problemas dos cruzamentos correlacionados, a alta
propor¢ao de irmdos completos em progénies de meios irmaos pode fornecer uma
vantagem aos programas de melhoramento de maracujazeiro, viabilizando explorar as
vantagens de cruzamentos controlados, em progénies de polinizacdo aberta. Uma
dificuldade, nesse sentido ¢ a identificacdo dos irmdos completos, e poderia ser

solucionada a partir de testes de paternidade na progénie.

Em programas de melhoramento, a avaliagdo de progénies com alta diversidade
genética, bem como, com a presenga de alelos favoraveis ¢ fundamental para a
obtencdo de maiores ganhos (BOREM ¢ MIRANDA, 2013; LOPES et al., 2015).
Progénies de meios irmaos apresentam vantagens como facil obtencdo, menores
custos, ¢ ¢ frequentemente usada para selecionar genoOtipos em programas de
melhoramento de maracujazeiro azedo (OLIVEIRA et al., 2008; CHAGAS et al.,
2016; FERREIRA et al., 2016). O agrupamento de PPA evidencia maior grau de
similaridade dos individuos desta progénie, do que dos individuos das progénies
hibridas.

No agrupamento das progénies hibridas, melhor distribui¢ao da diversidade ¢
observada, com os individuos mais distribuidos dentro dos grupos. A progénie PHA
subdividiu-se em quatro grupos principais e diversos subgrupos (Figura 7). Observa-
se que os genitores das progénies se agruparam em grupos opostos. A maior parte dos
individuos agruparam proximos aos genitores, em que 11 individuos se agruparam no
mesmo grupo de P1, e 12 individuos se agruparam no grupo de P2. Entre estes grupos
formou-se dois grupos de seis e sete individuos, respectivamente, com genotipos que
podem ser considerados de natureza hibrida. A segregacdo genética nesta progénie
evidencia que os alelos nos genitores encontravam poucos fixados. Quando comparado
a PPA, ¢ possivel observar menor porcentagem de gendtipos com distancia zero nesta

progénie.

A variagdo genética dentro desta progénie permite praticar selecdo, visando
selecionar gendétipos superiores. A maior distancia foi observada entre os genotipos

PHAS5 e PHA23, PHA9 e PHA29, PHA23 e PHA2S5, e entre PHA23 e PHA32, de 0,57.
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A menor distancia observada foi de 0, entre P1 e PHA36, PHA1 e PHA30, PHAS ¢
PHA32, PHA6 e PHA2S, PHA13 e PHA1S, PHA14 e PHA34, e PHA16 ¢ PHA35. A
média de distancia dentro da progénie foi de 0,26, e, portanto cruzamentos entre
individuos desta progénie exige consideravel atengao, afim de evitar cruzar genotipos

muito proximos.
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Figura 7. Agrupamento para os individuos da progénie PHA obtido a partir do
complemento do indice de similaridade de Nei, a partir do método hierarquico da
ligacdo média entre grupos (UPGMA), com niimeros de grupos definidos a partir do
método de Mojena (1977), com k = 1,25. Progénie PHA: PHA1 a PHA36; P1 e P2:
Genitores femininos e masculinos da progénie PHA, respectivamente.

De maneira semelhante a PHA, a progénie PHB apresentou melhor distribui¢ao
dos genotipos dentro dos grupos. Aqui os gendtipos se agruparam em cinco grupos,

em que os genitores se agruparam em grupos distintos, como em PHA (Figura 8). O
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P3 se agrupou em um grupo maior com 13 gendtipos, enquanto P4 se agrupou em um
grupo menor, juntamente com 9 genotipos. O geno6tipo PHB27 se agrupou isolado dos

demais genotipos da progénie.
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Figura 8. Agrupamento para os individuos da progénie PHB obtido a partir do
complemento do indice de similaridade de Nei, a partir do método hierarquico da
ligacdo média entre grupos (UPGMA), com numeros de grupos definidos a partir do
método de Mojena (1977), com k = 1,25. Progénie PHB: PHB1 a PHB36; P3 ¢ P4:
Genitores femininos e masculinos da progénie PHB, respectivamente.

Distancia igual a zero € observada, entre os genotipos PHB5 e PHB9, PHAB14
e PHB29, PHB21 ¢ PHB22, e entre PHB7 ¢ PHB34. A maior distancia observada foi
de 0,57 entre PHB1 e PHB18. A média de distancia entre os gendtipos foi 0,26. Assim,

tanto a média, e bem como a maior distancia observada dentro da progénie PHB, foram
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os mesmos valores observados em PHA. A diferenga ¢ que em PHA, a maior distancia
(0,57) foi observada entre 4 pares de genotipos, enquanto que em PHB esse valor foi
observado apenas entre um par de gendtipos. Apesar disso, a progénie PHB apresentou
melhor padrao de diferenciagdo entre os individuos, com a formagao de mais grupos,

que PHA.

Maior divergéncia genética € observada nas progénies de irmaos completos, o
que permite supor que maiores ganhos sejam conseguidos ao usar este tipo de
progénie, apesar das limita¢des para sua obtencao. Por outro lado, ao considerar a base
genética estreita das populagdes de maracujazeiro trabalhadas nos programas de
melhoramento, a progénie de meios irmaos, obtida por meio de polinizagdo aberta
tende a manter a base genética das populacdes a serem avaliadas mais ampla, visto que
esta apresenta maior diversidade alélica. Entretanto, baixa diversidade genética
observada na progénie de meios irmdos pode levar a implicacdes na obtencdo de
ganhos genéticos. No melhoramento de maracujazeiro, a variabilidade genética em
geragdes segregantes ¢ fundamental para a obtengdo de cultivares com melhores
caracteristicas agrondmicas (RODRIGUES et al., 2017).

Ao avaliar as duas progénies hibridas juntas (Figura 9), observa-se a formacao
de 12 grupos distintos. O agrupamento ndo segue um padrdo de distingdo entre as
progénies, onde em praticamente todos os grupos possui individuos de ambas
progénies. Isso se deve a relacdo de parentesco entre essas progénies, e esta de acordo
com os resultados observados na estruturacdo das progénies, em que PHA ¢ PHB

apresentaram estrutura genética semelhante.
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Figura 9. Agrupamento para os individuos das progénies PHA e PHB obtido a partir
do complemento do indice de similaridade de Nei, a partir do método hierarquico da
ligacdo média entre grupos (UPGMA), com numeros de grupos definidos a partir do
método de Mojena (1977), com k = 1,25. Progénie PHA: PHA1 a PHA36; P1 e P2:
Genitores femininos e masculinos da progénie PHA, respectivamente; Progénie PHB:
PHB1 a PHB36; P3 e P4: Genitores femininos ¢ masculinos da progénie PHB,
respectivamente.

Ao agrupar todas as progénies juntas, também ¢ possivel visualizar a maior
diversidade das progénies hibridas em relagdao a progénie PPA (Figura 10). Dos 15
grupos formados, os genotipos de PPA estiveram presentes em seis grupos, entretanto
dos 43 gendtipos desta progénie utilizados neste agrupamento, aproximadamente 70%
se agruparam em apenas um grupo, juntamente com parentais PS5, P9, P13 e P16.
Outros seis gendtipos se agruparam juntamente com seus possiveis pais P11 e P12. O

genotipo PPA20 se agrupou juntamente com P14.
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Figura 10. Andlise de grupamento dos 133 individuos pertencente as trés progénies em
estudo, obtido a partir do complemento do indice de similaridade de Nei, a partir do
método hierdrquico da ligagdo média entre grupos (UPGMA), com numeros de grupos
definidos a partir do método de Mojena (1977), com k = 1,25. Progénie PHA: PHA1
a PHA36; Pl e P2: Genitores femininos e masculinos da progénie PHA,
respectivamente; Progénie PHB: PHB1 a PHB36; P3 e P4: Genitores femininos e
masculinos da progénie PHB, respectivamente; PPA1 a PPA45: gendtipos segregantes
da progénie PPA; P5: genitor feminino de PPA; P9 a P16: possiveis genitores
masculinos de PPA.

Nao se observa um padrao de distribuicao dos gendtipos das progénies hibridas
de acordo com a progénie a qual pertencem, como visualizado para a progénie PPA,

em que praticamente todos os grupos sao encontrados genotipos de ambas as progénies
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(Figura 10). Um grupo isolado, constituido apenas de individuos PHA, e outro grupo
constituido apenas de individuos PHB pode ser observado, e evidencia que os
individuos destes grupos possuem um perfil genético mais restrito aos seus genitores.

A formacao dos demais grupos, compostos de individuos de PHA e PHB, pode
ser devido a relacdo de parentesco entre os genitores das progénies hibridas. Nos
subgrupos, observa um padrao de diferenciacdo das progénies, onde alguns subgrupos
contém apenas individuos PHA e outros apenas com individuos PHB. A formagao de
subgrupos com gendtipos de apenas PHA e outros, com apenas PHB evidencia que
apesar da relacdo de parentesco entre as progénies, os individuos se caracterizam em
relacdo as progénies a qual pertencem.

Dos 15 grupos, apenas dois, compostos exclusivamente por genodtipos e
parentais da progénie PPA, ndao possuem genotipos de PHA e/ou PHB. A nao
diferenciagdo entre as progénies hibridas era esperada, frente aos resultados
encontrados na estruturagdo da populacdo, onde as progénies hibridas se estruturam
geneticamente em um mesmo grupo.

A distancia média entre as progénies PHA e PHB foi 0,35, entre PHA e PPA
foi de 0,64, e entre PHB e PPA foi 0,38. Visto que PHA possui relagdo de parentesco
com PHB, e PHB possui relagdo de parentesco com a progénie PPA, justifica a maior
proximidade entre essas progénies. No melhoramento, em que se busca o cruzamento
entre gendtipos divergentes, possivelmente nas progénies nao aparentadas os
genotipos serdo mais divergentes, € nesse caso, cruzamentos entre as progénies PHA
e PPA, podem gerar melhores resultados.

O resultado do agrupamento ¢ importante por permitir identificar grupos de
genotipos mais proximos e mais distantes, auxiliando na tomada de decisao quanto a
cruzamentos a serem realizados. Além de permitir uma visao geral de distribui¢ao dos
genotipos em relacdo a outros, em uma populacao.

A selecdo para caracteres quantitativos ¢ feita baseando-se na média e variancia
genética da populagao, os quais permitem calcular parametros genéticos, por meio dos
componentes de varidncia. A estimativa de varidncia genética aditiva permite ao
melhorista estimar herdabilidades no processo seletivo, bem como adotar melhores
estratégias de sele¢do. Assim, conhecer quio varidvel geneticamente ¢ uma progénie
em relagdo a outra, torna-se extremamente importante. De acordo com os resultados
aqui obtidos, selecdo dentro de progénies em progénies de irmaos completos,

possivelmente fornecerd melhores estimativas de varidncia genética, uma vez que as
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mesmas apresentaram maior diversidade e a propor¢do da variabilidade detectada
dentro plantas em progénies de irmaos completos, corresponde a maior propor¢ao de
variancia aditiva, do que a detectada em progénies de meios irmaos (KAGEYAMA e
VENCOVSKY, 1983; MORI et al., 2013). Por outro lado, progénie de meios irmaos
tende a se diferenciar geneticamente de outras progénies, e pode ser mais util na
selecdo entre progénies, além disso tendem a possuir maior riqueza alélica,
possibilitando manter a base genética da populacao mais ampla, e também sdo de mais

facil obtengao.
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6. CONCLUSOES

As progénies de meios irmaos e de irmaos completos tendem a distinguir entre
si, entretanto o grau de distingdo ¢ influenciado pela relacao de parentesco entre os
genitores das progénies, devido a porcentagem de alelos comuns entre as progénies.

O tipo de familia influéncia na estrutura e na diversidade genética, em que
progénies de irmdos completos possuem mais variabilidade genética do que as
progénies de meios irmaos, possivelmente pela ocorréncia de cruzamentos
correlacionados na formacao das progénies de meios-irmdos. Ambas as progénies
possuem potencial de serem utilizadas no melhoramento, entretanto, atencao especial
deve ser dada nas estratégias de selec@o a ser adotada, para capitalizacdo de maiores

ganhos.
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