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RESUMO GERAL

JUNQUEIRA, Keize Pereira. Caracteristicas fisico-quimicas de frutos e
variabilidade genética de Passiflora nitida Kunth. por meio de RAPD. 2006.
102 p. Dissertacdo (Mestrado em Fitotecnia) — Universidade Federal de Lavras,
Lavras, MG.”

O maracuja-suspiro (Passiflora nitida Kunth.) € uma espécie amplamente
distribuida no territério nacional, apresentando notaveis variacdes fenotipicas
entre o0s acessos. Além disso, apresenta boas perspectivas para a utilizagao per si
e no melhoramento do maracujazeiro comercial, tendo em vista sua resisténcia a
diversas doencas destas culturas. Objetivou-se estudar as caracteristicas fisico-
quimicas de frutos, analisar a variabilidade genética de acessos de P. nitida por
meio de RAPD e confirmar, por meio de marcadores moleculares, uma
hibridacdo interespecifica envolvendo esta espécie. No experimento 1,
analisaram-se as caracteristicas fisico-quimicas de frutos de P. nitida e das
espécies cultivadas P. alata Curtis e P. edulis Sims f. flavicarpa Deg. Os dados
foram comparados pelo teste de Tukey. No experimento 2, analisou-se a
variabilidade genética de 17 acessos de P. nitida por meio de RAPD e, no
experimento 3, realizaram-se estudos preliminares sobre a origem genética de
uma P. nitida acesso “Manaus 2", analisada juntamente com cinco espécies de
maracujazeiro de ocorréncia amazonica. No experimento 4, realizou-se a
hibridacdo interespecifica entre P. laurifolia L. (genitor feminino) e P. nitida
(genitor masculino), obtendo-se uma planta supostamente hibrida. Para os
experimentos 2, 3 e 4, o DNA gendmico de cada acesso foi extraido e primers
decameros foram utilizados para a obtencdo de marcadores moleculares RAPD.
Para os experimentos 2 e 3, 0s marcadores foram convertidos em uma matriz de
dados binarios, a partir da qual foram estimadas as distancias genéticas entre os
acessos e realizadas andlises de agrupamento. Para o experimento 4, a
confirmacdo da hibridacdo baseou-se na ocorréncia de bandas informativas.
Comparando-se as caracteristicas de P. nitida, P. alata e P. edulis f. flavicarpa,
no experimento 1, verificaram-se algumas peculiaridades de P. nitida, como a
maior espessura de casca e valores intermediarios de pH e acidez total titulavel.
Quanto ao experimento 2, menores distancias genéticas foram verificadas entre
0s acessos de mesma origem geografica. O acesso “Manaus 2” apresentou o
maior distanciamento genético em relacdo aos demais e, segundo analise
realizada no experimento 3, este material pode ser um hibrido interespecifico

“ Comité Orientador: Dr. José Darlan Ramos — DAG/UFLA (Orientador), Dr.
Fabio Gelape Faleiro — Embrapa Cerrados (Co-orientador), Dr. Nilton
Tadeu Vilela Junqueira — Embrapa Cerrados.



natural ou uma nova espécie. No entanto, ndo deve ser descartada a
possibilidade desse acesso ser P. nitida. No experimento 4, confirmou-se o
cruzamento entre P. laurifolia e P. nitida, sendo possivel a utilizacdo das
mesmas em programas de melhoramento visando a melhoria de suas
caracteristicas morfo-agronémicas, além de possibilitar inferéncias acerca da
evolucdo genética destas espécies.



GENERAL ABSTRACT

JUNQUEIRA, Keize Pereira. Physical-chemical characteristics of fruits and
genetic variability of Passiflora nitida Kunth. using RAPD markers. 2006.
102 p. Dissertation (Master in Crop Science) — Federal University of Lavras,
Lavras, Minas Gerais, Brazil.”

Sigh passion fruit (Passiflora nitida Kunth.) is an widely distributed species in
the Brazilian territory, presenting remarkables phenotypic variations between the
accesses. Moreover, it presents good perspectives for the its own use and at the
improvement of commercial passion fruit vine, in view of its resistance to
several diseases of these cultures. In this way, it was objectified to study the
physical-chemical characteristics of fruits; to analyze the genetic variability of
accesses of P. nitida trough RAPD; and to confirm interspecific hybridization
involving this species, trough molecular markers. In experiment 1, the physical-
chemical characteristics of P. nitida fruits and cultivated species of P. alata
Curtis and P. edulis Sims f. flavicarpa Deg. were analyzed. The data have been
compared by the Tukey’s test. In experiment 2, the genetic variability of 17
accesses of P. nitida was analyzed trough RAPD and, in experiment 3,
preliminary studies on the genetic origin of P. nitida access "Manaus 2" have
been fullfilled, and it was analyzed along with five species of passion fruit vine
of Amazonian occurrence. In experiment 4, it was fullfilled the interspecific
hybridization between P. laurifolia L. (feminine genitor) and P. nitida
(masculine genitor), getting a supposedly hybrid plant. For experiments 2, 3 and
4, the genomic DNA of each origin was extracted and amplified using decamer
primers to obtain RAPD molecular markers. For experiments 2 and 3, these
markers were transformed in binary matrix data to estimate genetic distances
among accessions and to perform cluster and graphical dispersion analysis. For
experiment 4, the confirmation of hybridization was based on the occurrence of
informative bands. Comparing the characteristics of P. nitida, P. alata and P.
edulis f. flavicarpa, in experiment 1, some peculiarities of P. nitida have been
verified, such as the bigger thickness of rind and intermediate values of pH and
titratable total acidity. Regarding experiment 2, minors genetic distances have
been verified between the accesses of the same geographic origin. The access
"Manaus 2" presented the biggest genetic distance towards the others and,
according to analysis carried through in experiment 3, this material can be a
natural interspecific hybrid or a new species. However, the possibility of this

“ Guidance Committee: Dr. José Darlan Ramos — DAG/UFLA (Advisor), Dr.
Fabio Gelape Faleiro — Embrapa Cerrados (Co-advisor), Dr. Nilton
Tadeu Vilela Junqueira — Embrapa Cerrados.



access to be P. nitida must not be discarded. In experiment 4, the crossing
between P. laurifolia and P. nitida was confirmed, allowing their use in
programs of improvement aiming at the improvement of their morpho-
agronomic characteristics, besides making possible inferences concerning the
genetic evolution of these species.



CAPITULO 1

1 INTRODUCAO GERAL

Passiflora nitida Kunth. é uma espécie de maracujazeiro amplamente
distribuida no territorio nacional. Acessos dessa espécie ja foram coletados em
estado silvestre nos estados do Amazonas, Pard, Piaui, Mato Grosso, Tocantins,
Goiés, Bahia, Minas Gerais e Distrito Federal. No Cerrado, essa espécie pode ser
facilmente encontrada em matas ciliares, veredas, cerradao, cerrado stricto sensu
e até em matas secas. Trata-se de uma importante espécie da familia
Passifloraceae.

A familia Passifloraceae é largamente distribuida nos tropicos e regides
temperadas quentes e é composta de mais de 500 espécies, das quais
aproximadamente 130 ocorrem no Brasil (Bernacci et al., 2005) e podem ser
utilizadas como alimento, remédios e ornamento. Cerca de 70 espécies
produzem frutos comestiveis (Cunha et al., 2002).

O cultivo do maracujazeiro em escala comercial teve inicio no comego
da década de 1970, com a espécie Passiflora edulis Sims f. flavicarpa Deg.,
também conhecida como maracuja-amarelo ou maracuja-azedo. A espécie P.
alata Curtis, o maracuja-doce, também vem sendo cultivada e comercializada
como “fruto de mesa”, ou seja, para consumo in natura.

P. nitida pertence ao grupo dos maracujas-doces, sendo seus frutos
muito apreciados pelas comunidades rurais para consumo in natura, confeccao
de doces e sucos. Em Manaus, AM, geralmente, os frutos de P. nitida sdo
comercializados em feiras e sacoldes, sendo conhecidos como maracuja-suspiro,
maracuja-de-rato,  maracuja-do-mato  ou  maracujé-de-cheiro.  Possui
caracteristicas peculiares, com cor e sabor similares ao granadillo andino

(Passiflora ligularis Juss.). Pode ser encontrada vegetando normalmente em



areas Umidas sujeitas ao encharcamento, mas também ocorre em areas muito
secas.

Vérios autores (Junqueira et al., 2005; Menezes et al., 1994; Oliveira et
al., 1994b) relatam P. nitida como espécie rustica, tolerante a bacteriose,
antracnose e a doencas causadas por patdgenos do solo. Portanto, tem grande
potencial para ser utilizada como porta-enxerto para a espécie comercial de P.
edulis f. flavicarpa, conforme ja relatado por Chaves et al. (2004) ou ser inserida
em programas de melhoramento que incluam hibridacéo interespecifica.

Por ter muitas similaridades botanicas com maracujazeiro-doce (P.
alata), acredita-se que seu potencial seja ainda maior como fonte de resisténcia
para varias doencas dessa espécie, cujo cultivo, no Brasil, vem sendo limitado
pela incidéncia severa da bacteriose (Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae),
da podriddo-do-pé (Fusarium solani), da antracnose (Colletotrichum
gloeosporioides Penz.) e da virose do endurecimento do fruto (Cowpea aphid-
borne mosaic virus — CABMV) .

Entre os acessos de P. nitida mantidos na cole¢do de germoplasma da
Embrapa Cerrados, pode-se observar grande variabilidade dos formatos e
tamanho de frutos, espessura de casca, aroma, cor da casca e da polpa, sabor,
bem como de produtividade e resisténcia a doencas. No entanto, pouco se
conhece sobre essa espécie e sua variabilidade genética.

O estudo das principais caracteristicas da espécie, incluindo aspectos
fisico-quimicos dos frutos e da variabilidade genética existente entre acessos,
permitird a selecdo de acessos promissores, que poderdo ser utilizados per si,
como frutos de mesa ou como fonte de resisténcia as doencas a ser incorporada a
partir de cruzamentos convencionais ou como porta-enxertos para 0
maracujazeiro-azedo e doce.

Para o estudo da variabilidade genética, marcadores do DNA tém se

tornado uma tecnologia muito atrativa e vidvel. Tais marcadores possuem as



vantagens de serem potencialmente ilimitados, independentes da idade ou érgéos
da planta, ndo deletérios e livres de influéncia ambiental (Pereira et al., 2005).
Marcadores do tipo RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), por
constituirem uma metodologia mais simples e relativamente mais barata, tém
sido intensamente utilizados para diferentes estudos genéticos de diversas
cultivares, incluindo importantes trabalhos sobre a variabilidade genética do
maracujazeiro (Faleiro et al., 2005; Pio Viana et al., 2003) e na identificagdo
rapida de selecdes interespecificas provenientes ou ndo de cruzamentos
controlados.

Obijetivou-se conhecer as caracteristicas fisico-quimicas de frutos e a
variabilidade genética entre acessos de P. nitida utilizando marcadores
moleculares RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), bem como obter um
hibrido interespecifico de Passiflora laurifolia e P. nitida e confirmar a

fecundacdo cruzada também utilizando-se marcadores moleculares.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Evolucio da cultura e producio do maracuja no Brasil

Frutifera tipica da regido centro-norte do Brasil, até meados de 1960, o
maracuja era cultivado apenas nos quintais das residéncias, ndo havendo plantios
comerciais (Martins, 2006). Os primeiros cultivos surgiram na década de 1960, e
a produgdo, em torno de 1.444 t/ha/ano, era suficiente apenas para atender as
necessidades da familia e do pequeno mercado regional (Aradjo, 1978).

O censo de 1970 registrou uma producdo, no Brasil, da ordem de 39.316
toneladas de maracuja, correspondente a um aumento na ordem de 2.620% em
relacdo ao censo de 1960. Tais indices permitem verificar que, no periodo de
1960 a 1970, a cultura do maracujazeiro passou a assumir importancia em
termos econdmicos, fato que, provavelmente, representou o inicio de sua
exploragéo para fins industriais (Aratjo, 1978).

Naquela época, havia poucas informacdes a respeito da cultura. O grande
interesse e as perspectivas de mercado incentivaram o inicio das pesquisas no
Brasil e foram realizados os primeiros simpdsios sobre a passicultura: I, 11, 111,
IV e V Simpdsio sobre a Cultura do Maracujazeiro, realizados, respectivamente,
no IAC, em 1974; na UNESP, Jaboticabal, em 1977; UESB, Vitéria da
Conquista, em 1991 e 1994, e UNESP, Jaboticabal, em 1998 (Ruggiero, 2000).

A partir de 1998, foi instituida a realizacdo da Reunido Técnica de
Pesquisas em Maracujazeiro (RTPM), tendo, até 2005, sido realizadas quatro
reunides, respectivamente, na Embrapa Mandioca e Fruticultura, em Cruz das
Almas, BA; IAPAR, em Londrina, PR; UFV, em Vicosa, MG, e Embrapa
Cerrados, em Planaltina, DF (Faleiro & Sousa, 2005).

Desde 1995, o Brasil vem se destacando como o maior produtor mundial

de maracuja, apresentando, naquele ano, area colhida de 38.522 hectares e



producdo na ordem de 405.535 toneladas (Agrianual, 2006; Meletti, 2000). Os
maiores produtores mundiais sdo Brasil, Equador, Coldmbia, Peru, Africa do
Sul, Australia, Nova Zelandia, Estados Unidos (Havai), Papua Nova Guiné,
llhas Fiji, Formosa e Quénia que, juntos, sdo responsaveis por 80% a 90% da
producdo total (Manica & Oliveira Jr., 2005).

Em 2003, a area total colhida no Brasil foi de, aproximadamente, 35.000
hectares, com producédo anual de 485.342 toneladas. A producgdo nacional estava
distribuida, por regido, em 2003, na seguinte ordem: Nordeste: 17.306 ha de area
colhida e producdo de 214.467 t; Sudeste: 10.387 ha de area colhida e producéo
de 197.074 t; Norte: 4.513 ha de area colhida e producdo de 38.301 t; Centro-
Oeste: 1.553 ha de area colhida e producdo de 19.286 t e Sul: 1.235 ha de area
colhida e producdo de 16.214 t. Os estados que se destacaram como 0s cinco
maiores produtores, em 2003, foram: Bahia (107.876 t), Espirito Santo (72.270
t), S&o Paulo (50.496 t), Rio de Janeiro (45.702 t) e Ceara (41.113 t) (Agrianual,
2006).

2.2 O género Passiflora

O termo “maracujd” é uma denominacao indigena, de origem Tupi, que
significa “alimento em forma de cuia”. Os maracujas pertencem a familia
Passifloraceae e também séo conhecidos como frutos-da-paixdo, nome popular
pouco usual no Brasil, que tem origem na correlacdo da morfologia da flor com
os simbolos da Paixdo de Cristo (Souza & Meletti, 1997). Tal correlacdo foi
explicada por Frei Vicente (Hoehne, 1937), referindo-se, inicialmente, aos trés
estiletes/estigmas, que representariam a Santissima Trindade ou os trés cravos
utilizados na crucificacdo de Jesus Cristo. Frei Vicente também fez referéncia
aos cinco filetes/estames, representando as cinco chagas e a corona/verticilos,

representando a coroa de espinhos de Jesus Cristo.



O género Passiflora é originario da América do Sul e tem no centro-
norte do Brasil seu maior centro de distribuicdo geogréfica (Leitdo Filho &
Aranha, 1974, citados por Meletti & Bruckner, 2001). H4 mais de 580 espécies
de Passifloraceae, a maioria habitante da América Tropical e muitas nativas do
Brasil. Nessa familia, o género Passiflora possui cerca de 400 espécies, sendo o
mais expressivo. Muitas dessas espécies possuem propriedades alimenticias,
ornamentais ou medicinais, varias notadamente apreciadas pela qualidade de
seus frutos (Souza & Meletti, 1997).

O valor ornamental é conferido pelas belas flores, que exercem atracao
pelo seu tamanho, exuberancia das cores e originalidade das formas. Segundo
Peixoto (2005), a cultura do maracujazeiro apresenta grandes perspectivas em
relacio a exploracdo do seu potencial paisagistico. Os frutos, além de
consumidos in natura, sdo usados comercialmente na elaboragdo de sucos,
doces, refrescos e sorvetes. O uso medicinal, bastante difundido, baseia-se nas
propriedades calmantes da passiflorina, um sedativo natural encontrado nos
frutos e folhas (Souza & Meletti, 1997), nas propriedades como vermifugo e
febrifugo e também nos efeitos diuréticos, antiblenorragicos, hipnoticos e
abortivos para o gado (Oliveira, 1987). Entretanto, a grande maioria das espécies
do género Passiflora ainda ndo foi estudada quanto as propriedades medicinais e
funcionais (Costa & Tupinambad, 2005).

H& grande variabilidade genética a ser explorada dentro do género
Passiflora (Bernacci et al., 2005), visto serem observadas variagdes no
florescimento, produtividade, resisténcia a pragas e doencas, tolerancia ao frio e
caracteristicas de fruto (Meletti et al., 1992). Estas plantas poderiam ser
submetidas & cultura e ao melhoramento genético, vindo também a constituir
novas fontes de alimentos (Pereira, 1998). Dessa forma, Oliveira & Ruggiero
(2005) ressaltam que é de grande importancia a intensificacdo das pesquisas

visando ao maior conhecimento do germoplasma do maracujazeiro silvestre.



2.3 Caracterizacio da espécie Passiflora nitida

2.3.1 Aspectos boténicos e fisiolégicos

A espécie Passiflora nitida Kunth. (P. nympheoides Karst.) é conhecida
como maracuja-suspiro (Cavalcante, 1976, citado por Souza & Meletti, 1997)
maracuja-de-rato ou maracuja-de-cheiro (Souza & Meletti, 1997). Outro
sinbnimo é maricouia, que Fouqué (1972-1974), citado por Souza & Meletti
(1997), coletou em Demerara, na Guiana Inglesa. Trata-se de um maracuja
silvestre, porém, de fruto muito apreciado em todo o norte da América do Sul
(Cavalcante, 1976, citado por Souza & Meletti, 1997). Oliveira & Ruggiero
(1998) relataram que, nos estados do Par4, Amazonas e na amazlnia
colombiana, P. nitida é explorada extrativamente.

P. nitida, espécie pertencente ao subgénero Passiflora série Laurifoliae,
é considerada uma trepadeira glabra de caule cilindrico, subangular nas partes
novas. Suas folhas sdo oblongo-ovaladas ou amplamente ovaladas, lustrosas,
medindo de 9 a 17 cm, longitudinalmente, e 6 a 10 cm, transversalmente, de
apice agudo e base arredondada. Segundo Pereira (1998), as plantas apresentam
folhagem muito vigorosa, mesmo no inverno, periodo no qual resistem a seca.
Os peciolos possuem mais de 3 cm de comprimento e sdo biglandulares
apicalmente (Cunha et al., 2004; Souza & Meletti, 1997).

O maracuja-suspiro possui flores grandes, com 9 a 11 cm de largura,
brilhantes, com sépalas oblongo-lanceoladas, carnosas, esverdeadas
externamente e pétalas oblongo-lanceoladas, brancas interna e externamente. Os
filamentos da corona contém faixas azuis e brancas na base e manchas azuis no
apice (Cunha et al., 2004; Souza & Meletti, 1997). Menezes (1990) constatou
que as flores de P. nitida abrem-se no periodo da manha e ndo apresentam

diferencas nas curvaturas dos estigmas, fenbmeno este observado em outras



espécies, como no maracuja-azedo comercial. A curvatura do estigma é
altamente determinante no indice de frutificacdo no maracujazeiro.

Menezes (1990) também verificou abundante florescimento nos meses
de outubro a abril, nas condigdes de Jaboticabal, SP. No entanto, Oliveira (1996)
relatou que, nas condi¢des de S&o José do Rio Preto, SP, as plantas de maracuja-
suspiro floresceram mais intensamente, no primeiro ano, em janeiro e fevereiro
e, no ano seguinte, em marco. No Peru, Villachica (1996), citado por Pereira
(1996), avaliou plantas que floresceram sete a oito meses ap6s o plantio, ao
passo que Oliveira (1996) constatou o inicio da floracdo de plantas em S&do José
do Rio Preto, cerca de vinte meses ap6s o plantio. Nas condicdes de Jaboticabal,
SP, Pereira (1998) relatou a ocorréncia de florescimento intenso de P. nitida
acesso “Manaus” de outubro a fevereiro, com pico méximo em dezembro e
janeiro e auséncia de florescimento nos meses de agosto, setembro, marco e
abril. Nessa espécie, freqlientemente, se observam picos de florescimento
(Oliveira & Ruggiero, 1998; Pereira, 1998) que, geralmente, ocorrem de outubro
a abril (Oliveira & Ruggiero, 1998).

A abertura das flores do maracuja-suspiro, geralmente, se inicia em
torno das 9:00 horas, permanecendo abertas por todo o dia, fechando-se somente
as 20:00 horas. A abertura destas flores ndo se repete no dia seguinte.

Segundo Oliveira (1996), a viabilidade do polen de P. nitida ¢é alta
(98,1%). A taxa de frutificacdo por polinizacdo natural e artificial em P. nitida
acesso “Manaus” foi estudada por Pereira (1998), que verificou 93,7% de
frutificacdo no més de julho e 71,7% em outubro, por polinizacdo natural e
100% de frutificac@o, por polinizagdo artificial.

A auto-incompatibilidade em P. nitida também foi estudada por Pereira
(1998), utilizando acessos obtidos em Manaus. Segundo a autora, quando néo
houve intervencdo na autopolinizacdo, ndo ocorreu frutificacdo nas flores pré-

ensacadas. Por outro lado, quando foi realizada autopolinizacdo artificial, cerca



de 24% dos botdes frutificaram e chegaram até a maturacdo com tamanho e
caracteristicas de cor, sabor e formato semelhantes aos frutos provenientes de
polinizacdo cruzada. Esse comportamento sugere a existéncia de algum
mecanismo de auto-incompatibilidade nessa espécie.

Menezes (1990) e Oliveira (1996) também relataram a
autocompatibilidade em P. nitida. Oliveira (1996) obteve 7,9% de frutos quando
houve autopolinizagio manual do maracuja-suspiro, contra 0% na
autopolinizacdo manual de P. edulis f. flavicarpa. Menezes (1990) obteve quatro
frutificacbes em dez flores de P. nitida autopolinizadas manualmente. Oliveira
(1996) sugere que a autopolinizacdo espontanea ndo ocorre devido a falta de
contato entre os estigmas e anteras. Pereira (1998) observou a ocorréncia de
diferentes graus de incompatibilidade entre plantas de P. nitida acesso
“Manaus”, assim como ocorre nas espécies comerciais do género Passiflora.

Com relacdo ao fruto de P. nitida, o mesmo é globoso (8 cm de
comprimento por 6 a 7 cm de didmetro), tipo baga, com a casca amarelada, arilo
suculento, transparente e doce, porém, sem perfume. As sementes sdo chatas e
cordiformes (Cunha et al., 2004; Souza & Meletti, 1997). De acordo com
Hidalgo et al. (1996), citados por Pereira (1998), P. nitida possui sementes com
germinacao epigea e o tempo para o inicio desta varia de 16 a 42 dias, de acordo
com o tempo e condi¢bes de armazenamento.

A maturacgdo, segundo Souza & Meletti (1997), ocorre entre 0s meses de
abril e agosto. Entretanto, alguns acessos frutificam entre janeiro e fevereiro.
Oliveira (1996) relatou que os frutos de P. nitida desenvolvem-se rapidamente,
amadurecendo suas sementes num prazo bastante curto.

Menezes (1990), estudando P. nitida nas condi¢Bes de Jaboticabal, SP,
verificou que a maturacdo do fruto iniciou-se em torno de 60 dias apds a
fertilizacdo, periodo em que iniciou a diminuicdo do seu tamanho e a casca

assumiu a coloracdao amarelo-palida ou alaranjada.



De acordo com trabalho realizado por Pereira (1998), os frutos de P.
nitida acesso “Manaus” apresentaram tempo de desenvolvimento de fruto
distinto, variando com a época do ano. Os valores encontrados foram de 60 dias,
a partir da polinizacdo nas floradas de outubro a fevereiro, podendo chegar até a
90 dias a partir das floradas de maio. O crescimento do fruto ocorreu até os 30-
40 dias, quando houve estabilizagcdo da curva de crescimento e iniciou-se o
processo de amadurecimento. Os frutos permaneceram presos aos ramos, mesmo
apos sua completa maturacao.

Segundo Villachica (1996), citado por Pereira (1998), os frutos devem
ser colhidos com o peddnculo, ajudando, assim, na manutencdo da coloracéo,
contribuindo para a manipulacdo dos mesmos e reduzindo o ataque de fungos e a
perda de peso. Pereira (1998) relatou que os frutos de P. nitida acesso “Manaus”
podem permanecer por até 4 meses presos a planta depois de maduros,
mantendo condigdes adequadas para 0 consumo.

De acordo com Oliveira & Ruggiero (1998), a casca do fruto de P. nitida
rompe-se facilmente com a pressdo dos dedos, expondo as sementes envolvidas
pelo arilo de coloracdo branco-leitosa. O fruto apresenta boa conservagdo em
geladeira, dentro de recipiente de plastico.

Com relacdo a produtividade, estudos realizados por Pereira (1998)
mostraram que a producdo média por planta de P. nitida acesso “Manaus” é de
17 kg, com méaximo de 45 kg e minimo de 2 kg/planta. Esse trabalho expde a
grande variabilidade genética existente dentro deste acesso, evidenciando que a
variabilidade genética dentro da espécie seja ainda maior. Segundo Villachica
(1996), citado por Pereira (1998), estima-se que a produgdo de P. nitida esteja
entre 5 e 8 kg/planta. Esses valores podem variar muito, de acordo com a
procedéncia do acesso estudado.

O peso médio de frutos encontrado por Pereira (1998) em P. nitida

acesso “Manaus” variou entre 23,49 g e 53,02 g, sendo a média de 35,78 g.
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Segundo a autora, os frutos produzidos no verdo sdo menores gque os de inverno,
devido a maior producdo neste periodo. De acordo com Oliveira & Ruggiero
(1998), os frutos de P. nitida possuem média de peso de 45 g.

O suco do fruto de P. nitida maduro é adocicado e agradavel ao paladar
(Oliveira & Ruggiero, 1998). Pereira (1998) destaca P. nitida como uma espécie
de potencial para consumo in natura, para fins ornamentais e como opg¢ao para
estudos de enxertia e hibridagdo com outras espécies de maior interesse,
relatando também resultados positivos encontrados em testes de aceitabilidade
dos frutos de maracuja-suspiro. Segundo Melo (1996) e Oliveira & Ruggiero

(2005), P. nitida possui grande potencial para exploracdo comercial.

2.3.2  Areas de ocorréncia, ecologia e adaptaciio

Passiflora nitida é uma espécie de larga distribuicdo, desde o Parané até
o Norte da América do Sul. Segundo observacgdes de Junqueira et al. (2006), P.
nitida ocorre em todos os estados da regido Norte e Centro-Oeste e exemplares
ja foram coletados no Maranhdo, Bahia, Minas Gerais e nordeste do Estado de
S&o Paulo. Pode ser encontrado vegetando em capoeiras e matas ciliares ao
longo dos cursos de agua, grimpando sua ramagem por sobre a copa de outras
plantas. Hoehne (1937) relatou ter encontrado exemplares de P. nitida em 1912,
quando desceu os cursos do Tapajos e do Jurena. A espécie chamou-lhe a
atencdo pela beleza das flores e exceléncia dos frutos.

De acordo com Cavalcante (1976, 1991), citado por Pereira (1998), o
maracuja-suspiro € distribuido por toda a regido norte da América do Sul, tendo
por habitat ideal as capoeiras ou vegetacdo baixa de estradas ou qualquer outro

local com algum sombreamento, mas suficiente luz solar.
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Segundo Pereira (1998), a espécie P. nitida acesso “Manaus” ndo é
encontrada dentro de matas nem vegetando naturalmente a pleno sol, no entanto,
ndo apresenta obstaculos a conducgédo nessas condicdes.

Villachica (1996), citado por Pereira (1998), sugere que P. nitida seja
uma espécie adaptada ao clima tropical e solos &cidos da Amaz6nia, porém em

zonas que apresentem periodos secos bem definidos.

2.3.3 Resisténcia a doencas e pragas

Em 2000, a espécie P. edulis f. flavicarpa ocupava, no Brasil, uma area
de, aproximadamente, 33.400 ha com uma producdo de 330,8 mil toneladas e
produtividade de 9,9 t/ha (FrutiSéries, 2002). Nos ultimos anos tem-se
observado uma reducdo na produtividade (FrutiSéries, 2002), o que se deve,
principalmente, & ocorréncia de doencgas nessa cultura. Com a expansdo da
cultura do maracujazeiro no pais, varias doengas apareceram. Algumas dessas,
como a bacteriose (Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae), a virose do
endurecimento do fruto (CABMV) e o nematoide das galhas (Meloidogyne spp.),
sdo limitantes ao seu cultivo, podendo provocar perdas totais (Junqueira et al.,
2004a). No passado, a vida Util da cultura do maracujazeiro era de cinco a seis
anos, mas, atualmente, os pomares sdo renovados a cada dois anos ou mesmo
anualmente (Ruggiero, 1996). Nao tem sido observada resisténcia ou tolerancia
a esses patdgenos, na pratica, nas populacdes cultivadas. Em populagfes nativas
no Cerrado, tem sido observada alguma tolerancia a bacteriose, mas ndo ao
CABMV e ao nematoide das galhas (Junqueira et al., 2004a).

Outras doencgas, como a fusariose ou murcha (Fusarium oxysporum f.
sp. passiflorae), podriddo-do-pé (Fusarium solani) e antracnose (Colletotrichum
gloeosporioides), vém provocando perdas expressivas, mas nao tém sido

limitantes. Existem perspectivas de controle dessas doencas causadas por
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patégenos do solo com o uso de enxertia em porta-enxertos resistentes de
Passiflora alata ou de outras espécies, como P. setacea, hibridos F1 de
P.setacea x P. edulis, P. setacea x P. coccinea, P. nitida, P. coccinea e outras. A
antracnose pode ser controlada de forma eficaz com fungicidas, mas fontes de
resisténcia a essa doenca ja foram relatadas em populagdes nativas de Mato
Grosso e Ronddnia (Junqueira et al., 2003, 2004a). O uso de espécies silvestres
de maracuja como fontes de resisténcia em programas de melhoramento
apresenta grande potencial e resultados interessantes ja estdo sendo obtidos
(Junqueira et al., 2005). O estudo deste potencial tem sido levantado como uma
importante demanda para a pesquisa (Faleiro et al., 2005).

Outro aspecto que deve ser considerado foi relatado por Tokeshi (2006).
Segundo este autor, é nos centros de origem das plantas que estdo concentrados
0s mais altos graus de resisténcia horizontal a doencas e, segundo Leitdo Filho &
Aranha (1974), citados por Meletti & Bruckner (2001), o centro-norte do Brasil
é, provavelmente, um dos centros de origem de Passifloraceas. De acordo com
Van der Plank (1963), a resisténcia horizontal é permanente e confere resisténcia
a todas as racas do fungo, independente da carga genética do patdgeno. Segundo
Tokeshi (2006), normalmente, dez geracdes ou ciclos de selecdo na auséncia do
patégeno sdo suficientes para erodir ou eliminar os genes de resisténcia
horizontal.

Alguns acessos de P. nitida nativos no Cerrado tém boa tolerancia a
bacteriose e a patdgenos do solo, produzem frutos de casca mais fina, periformes
e de tamanho um pouco menor que o P. alata comercial. Com a existéncia de
variabilidade genética dentro de P. nitida, acredita-se que, com o tempo, se
obtenha algum genitor desejavel (Junqueira et al., 2004a).

Moraes (2002) constatou a presenca do virus do endurecimento dos
frutos infectando plantas de P. nitida acesso “Manaus”. Segundo esta autora, 0

virus provoca sintomas semelhantes aqueles caracterizados por mosaico foliar,
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amarelecimento entre as nervuras, rugosidade, encarquilhamento das folhas e
reducdo no crescimento das plantas. Os frutos doentes apresentavam-se
menores, deformados e com manchas corticosas de formato irregular que, em
alguns casos, se estendiam por toda a sua superficie, podendo ser confundidas
com o0s sintomas causados por acaros.

No Brasil, o endurecimento dos frutos j& foi relatado nos principais
estados produtores de maracuja, tendo, em todos os casos, o Passion fruit
woodiness virus (PWV) sido identificado como agente etioldgico da doenca com
base em caracteristicas biolégicas e soroldgicas. Entretanto, a andlise de
sequéncia de aminoacidos da proteina capsidial de isolados procedentes de
diversos estados brasileiros indicou que os mesmos pertencem a espécie Cowpea
aphid-borne mosaic virus (CABMV). Até o presente, todos os isolados
brasileiros seqlienciados pertencem a essa espécie, e a deteccdo molecular do
PWV no Brasil ainda aguarda confirmacao (Zerbini et al., 2005).

Oliveira et al. (1994a), analisando o comportamento de Vvarias espécies
de maracujazeiro em relagdo & morte prematura, verificaram que Passiflora
nitida, P. laurifolia e alguns acessos de P. suberosa, P. alata, P. caerulea, P.
gibertii e P setacea mostraram-se resistentes. Esses autores sugerem o uso de P.
nitida e P. laurifolia como porta-enxertos para 0 maracuja-azedo.

Roncatto et al. (2004), estudando Passiflora nitida acesso “Manaus” e
“Campinas”, observaram que 0S mesmos mostraram-se resistentes a morte
prematura, independentemente do local de origem.

Estudos realizados por Fischer (2003) mostraram que as espécies P.
nitida, P. laurifolia e P. alata apresentaram as menores médias de lesdes
provocadas por Nectria haematococca, um dos provaveis causadores da morte
prematura do maracujazeiro. A planta de P. nitida apresenta também resisténcia

ao ataque de Fusarium sp. (Pereira et al., 1998).
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Oliveira & Ruggiero (1998) observaram que as espécies P. nitida, P.
alata, P. macrocarpa, P. setacea, P. gibertii, P. laurifolia e P. suberosa,
cultivadas em Jaboticabal, em local com histdrico de ocorréncia de doencas do
sistema radicular, apresentaram alta frequéncia de plantas resistentes.

Oliveira et al. (1994b) observaram que a inoculagdo de Colletotrichum
gloeosporioides Penz. em folhas destacadas ou em mudas, em condicOes
controladas, foi efetiva apenas quando se realizou ferimento no limbo foliar. Os
mesmos autores relataram que P. nitida mostrou-se imune ao fungo, P. edulis f.
flavicarpa, P. gibertii, P. cincinnata, P. mollisima, P. caerulea, P. setacea, P.
serrato-digitata, P. coccinea, P. edulis x P. setacea, P. edulis x P. alata
mostraram-se sucetiveis, enquanto P. edulis acesso “Serra do Mar, Santos, SP”
apresentou maior tolerancia inicial.

O uso de cultivares resistentes associado a outras técnicas de manejo
integrado € a medida mais eficaz, econdmica e ecoldgica de controle de doengas.
O desenvolvimento de variedades resistentes a doencas € estratégico para todas
as culturas agricolas, visando a reducdo de custos de produgdo, seguranga de
trabalhadores agricolas e consumidores, qualidade mercadolégica, preservacao
do ambiente e sustentabilidade do agronegocio (Quirino, 1998).

Pereira (1998) relata a alta rusticidade da espécie P. nitida e sua
resisténcia a certas pragas e doencgas do maracuja-azedo, apresentando-se como
fonte potencial de genes a ser explorada. Segundo a mesma autora, em seu
trabalho, a Unica doenca observada nas plantas de P. nitida acesso “Manaus” foi
a verrugose, causada por Cladosporium spp. A incidéncia desta doenca foi
observada somente em frutos desenvolvidos no inverno. Oliveira & Ruggiero
(1998) também relataram que, em condicOes de campo, frutos de P. nitida e P.
cincinnata apresentaram danos severos causados por Cladosporium herbarum
Link.

15



Quanto as pragas, a cultura do maracujazeiro apresenta uma rica fauna
associada, formada por &caros e insetos, sendo alguns extremamente Uteis, como
no caso da polinizacdo e outros altamente nocivos (Nascimento, 1997; Ruggiero
et al., 1996). De acordo com Boica Junior (1998), praticamente todas as
estruturas do maracujazeiro, tais como ramos, folhas, botbes florais, flores e
frutos, podem ser atacadas por insetos, trazendo prejuizos consideraveis a
produtividade.

Algumas espécies de maracuja podem interferir no comportamento ou
desenvolvimento do inseto, sendo essas informagfes (teis em programas de
melhoramento de plantas para a obtencdo de variedades promissoras, com
caracteristicas agrondmicas adequadas e resisténcia a pragas. Segundo estudo
realizado por Lara et al. (1999), citados por Fancelli & Lima (2004), Passiflora
nitida, P. alata, P. setacea e o hibrido P. alata x P. macrocarpa apresentam
resisténcia do tipo nao-preferéncia paraalimentacéo a Dione juno juno.

Trabalhos realizados por Caetano & Boiga Junior (2000), citados por
Fancelli & Lima (2004), mostraram que, com relagcdo a Leptoglossus gonagra,
P. nitida apresentou o mais alto grau de antibiose dentre os hospedeiros
avaliados (P. nitida, P. edulis f. flavicarpa, P. alata, P. laurifolia e P. gibertii).

Baldin & Lara (2002) e Boica Junior et al. (1996) avaliaram a
preferéncia alimentar de Epicauta atomaria por gendétipos de maracujazeiro, em
condicOes de laboratério. O trabalho de Boica Junior et al. (1996) permitiu a
conclusdo de que o gendtipo preferido para a alimentagdo pelo inseto foi
Passiflora caerulea, enquanto os menos preferidos foram P. setacea, P. nitida,
P. alata, P. cincinnata, P. coccinea, P. edulis, P. alata x P. macrocarpa e P.
edulis x P. alata. Baldin & Lara (2002) concluiram que a espécie P. setacea é a
mais suscetivel ao ataque da praga, enquanto P. nitida e P. gibertii sdo

resistentes, expressando nao preferéncia para a alimentacéo.
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Boica Junior (1994), avaliando a infestacdo de maracujazeiro com Dione
juno juno em condicGes de campo, constatou que os gendtipos menos afetados
pelo inseto foram P. nitida, P. alata, P. setacea, P. coccinea, P. edulis x P.
setacea e P. alata x P. macrocarpa.

Baldin et al. (1997), avaliando o consumo e a atratividade do percevejo
Holymenia clavigera por P. nitida, P. alata, P. edulis, P. coccinea e P. gibertii,
verificaram que P. edulis foi o mais atrativo e, quanto ao numero total de
picadas no teste de consumo, P. alata apresentou maiores médias.

Lara (1991) e Rossetto et al. (1981) ressaltam que o controle de insetos
pelo uso de materiais resistentes € o método ideal, principalmente em virtude da

preservacao ambiental e da sensivel reducdo nos custos de producéo.

2.3.4 Uso de Passiflora nitida como porta-enxerto

Baccarin (1988) e Ferreira (2000) consideram a produgdo de mudas de
maracuja por meio de estaquia ou enxertia uma técnica vantajosa, pois permite a
conservagdo das caracteristicas da planta-mae, além da possibilidade de controle
de doencas causadas por patdgenos do solo, resisténcia a seca e a morte
prematura das plantas, podendo conferir maior longevidade a cultura e melhor
qualidade aos frutos.

A baixa produtividade do maracuja-azedo no Brasil deve-se, em grande
parte, a problemas fitossanitarios, dentre os quais as doengas provocadas por
patdégenos do solo sdo as mais importantes, em termos de expressdo econémica
(Meletti & Bruckner, 2001; Menezes et al., 1994). Varios autores (Meletti &
Bruckner, 2001; Menezes et al., 1994; Pace, 1983; Ruggiero, 2000; Sdo José,
1991) relatam a necessidade de se usar porta-enxertos resistentes para controlar

a fusariose e a morte prematura do maracujazeiro.
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Ha relatos de que algumas espécies de passifloras nativas, como
Passiflora nitida, P. laurifolia e alguns acessos de P. suberosa, P. alata, P.
coccinea, P. gibertii e P. setacea, vém apresentando resisténcia a morte precoce
e a fusariose (Menezes et al., 1994, Oliveira et al., 1994a). No entanto, segundo
Meletti & Bruckner (2001), os porta-enxertos oriundos de sementes da maioria
dessas espécies apresentam o inconveniente de gerar plantas com caules muito
finos e, portanto, incompativeis com o didametro dos garfos, que sdo obtidos de
plantas adultas. Esse fato dificulta a enxertia, aumenta o custo de producéo e o
tempo requerido para a formacdo da muda (Siqueira & Pereira, 2001). Assim,
varios processos de selecdo tém como objetivo obter porta-enxertos nativos
resistentes e compativeis com a enxertia.

Menezes et al. (1994) avaliaram cinco espécies de Passiflora como
porta-enxertos para 0 maracujazeiro-azedo, dentre elas o P. nitida (acesso nao
referenciado). Foram determinados a taxa de pegamento e 0 desenvolvimento
dos enxertos, vigor vegetativo aparente das mudas enxertadas e a ocorréncia da
morte prematura. O tipo de enxertia utilizado foi a garfagem em fenda cheia.
Noventa dias apés a enxertia, verificou-se 18,7% de pegamento da enxertia em
P. nitida, que ndo apresentou bons resultados em relacdo ao crescimento da
muda. Nao foi verificada a ocorréncia de morte prematura nas mudas
enxertadas. Entretanto, considerando a variabilidade genética dentro da espécie
com base em caracteristicas morfolégicas e comportamentais distintas entre os
diferentes acessos de P. nitida, estudos mais detalhados seriam necessarios para
determinar a viabilidade da enxertia, utilizando-se esta espécie como porta-
enxerto.

Em pesquisa realizada por Chaves et al. (2004), enxertando-se o
maracujazeiro-azedo (P. edulis f. flavicarpa) em P. nitida acesso “Itiquira —
MT”, verificou-se bom desempenho desta espécie como porta-enxerto,

produzido a partir de estacas herbaceas, obtendo-se cerca de 86% de enxertos
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brotados, evidenciando a viabilidade de P. nitida para este fim. E importante
ressaltar que ndo ocorreu mortalidade do porta-enxerto ap6s a enxertia. Segundo
estes mesmos autores, as taxas de pegamento de enxertos sobre estacas
enraizadas de P. nitida, aos 80, 95 e 110 dias ap0s a enxertia, variaram de 60% a
100%, com uma média 78,88% e média de comprimento do broto do enxerto de
38,6 cm.

Segundo Junqueira et al. (2006), a propagacdo do maracujazeiro azedo
por enxertia em estacas enraizadas de P. nitida é tecnicamente viavel. Esses
autores observaram que o indice de pegamento do enxerto variou de 73,3% a
93,3% e o indice de enxertos brotados oscilou entre 66,7% e 73,3%.

Oliveira & Ruggiero (1998) sugerem que sejam realizadas mais
observagdes referentes ao comportamento como porta-enxerto das espécies P.
nitida, P. gibertii, P. caerulea, P. macrocarpa, P. setacea, P. laurifolia e P.

alata, visto que sdo espécies promissoras.

2.4 Espécies nativas no melhoramento do maracuja comercial

2.4.1 Meétodos de melhoramento em Passiflora

Por ser uma cultura com domesticacdo recente, 0 maracujazeiro ainda
possui grande variabilidade genética natural para as diversas caracteristicas da
planta e do fruto. Devido ao fato de ser uma planta alégama, varios sdo 0s
métodos de melhoramento aplicados a essa cultura. Métodos de melhoramento
de plantas alégamas baseiam-se, principalmente, no aumento da freqiéncia de
genes favoraveis ou na exploracéo do vigor hibrido (Meletti & Bruckner, 2001).

O Brasil, por ser um dos centros de origem do maracuja, possui ampla
variabilidade genética, que ¢ o ponto de partida para qualquer programa de
melhoramento genético de uma espécie. A caracterizacdo e a avaliacdo das

espécies de interesse sdo ferramentas indispensaveis aos trabalhos de
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fitomelhoramento. A pesquisa sobre as espécies de Passiflora é incipiente e a
grande maioria refere-se a0 manejo da cultura, tratando somente daquelas
espécies de importdncia comercial (Ganga et al.,, 2004). Estudos de
melhoramento genético, normalmente, visam ao desenvolvimento de materiais
superiores, principalmente com relacdo a caracteres de interesse agronémico, e
tendem a utilizar a hibridagdo intraespecifica para a transferéncia de genes de
interesse (Bruckner, 1997).

Segundo Ferreira & Oliveira (1991), citados por Meletti & Bruckner
(2001), os métodos de melhoramento mais utilizados para proporcionar elevados
ganhos de qualidade com a selecdo individual de plantas, de forma isolada ou
em conjunto, sdo: introducdo de plantas, selecdo massal, selecdo massal com
teste de progénie, selecdo de clones, hibridagdes interespecificas e intervarietais
e selecdo recorrente.

A utilizacdo da variabilidade genética existente nas populacfes de
maracujazeiro-doce permite a identificacdo de gendétipos superiores para os fins
especificos. No entanto, Meletti (2002) chama a atencdo para o fato de que a
sele¢do visando apenas determinadas caracteristicas pode induzir a perdas de
outras também importantes para a cultura, como a resisténcia a determinadas
doencas.

A selecdo massal é eficiente para caracteres, como producéo, formato do
fruto, teor de suco, teor de sdlidos sollveis e vigor vegetativo (Oliveira, 1980).

A selegdo com teste de progénies de irmdos completos ou de meios-
irmaos obtidos a partir de cruzamentos inter e intraespecificos pode ser eficiente
no processo de selecdo do maracujazeiro, uma vez que apenas um fruto pode
gerar mais de 100 individuos geneticamente heterogéneos. Junqueira et al.
(2004b) propbem que a propagacdo das matrizes selecionadas teria que ser feita

por métodos assexuados (enxertia ou estaquia), 0 que aumentaria a chance de
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disseminacdo do virus do endurecimento do fruto e da bacteriose, a ndo ser que
tais matrizes fossem selecionadas dentro de telados anti-afidios.

Segundo Oliveira & Ruggiero (1998), P. nitida, P. incarnata, P.
cincinnata, P. gibertii, P. setacea, P. alata, P. laurifolia, P. serrato digitata e P.
coccinea sd0 espécies vigorosas e apresentam ampla adaptacdo, além de
possuirem caracteristicas de resisténcia a doencas, 0 que as torna promissoras
para 0 uso no melhoramento genético. Também foi relatada a alta longevidade
das espécies P. nitida e P. setacea em campo. Os mesmos autores afirmam,
dessa forma, ndo haver dlvida a respeito do potencial de P. nitida como frutifera
tropical e subtropical.

Menezes (1990) e Menezes et al. (1994) também relatam que P. nitida
apresenta grande potencial para a utilizacdo em programas de melhoramento que
incluam hibridacédo interespecifica em virtude de sua rusticidade e resisténcia a
varios patdgenos e pragas do maracujazeiro, além do alto vigor vegetativo e
produtivo. Observagdes de Oliveira & Ruggiero (1998), no entanto, mostraram
que a espécie P. nitida apresentou crescimento inicial lento quando cultivada no
Campus da UNESP de Jaboticabal.

Oliveira & Ruggiero (1998) relataram que, do cruzamento de P. nitida
(acesso ndo referenciado) x P. edulis, obteve-se apenas um descendente, sendo
este uma planta anormal, deformada, raquitica e, até a idade de quatro anos,

ainda ndo havia florescido.
2.4.2 Uso de marcadores moleculares em Passiflora

Marcadores moleculares do DNA tém sido utilizados como uma
ferramenta auxiliar nas diferentes etapas do melhoramento genético, desde a

caracterizacdo do germoplasma até as etapas finais de selecdo de plantas

melhoradas (Ferreira & Grattapaglia, 1997).
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Nos udltimos anos, com o desenvolvimento da biotecnologia, diversas
técnicas de marcadores moleculares tém permitido indicar, com preciséo, as
variacfes genéticas presentes no DNA de um determinado organismo. Entre os
marcadores moleculares mais usados atualmente estdio o RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA) ou polimorfismo do DNA amplificado ao acaso, o
SSR (Single Sequence Repeat) ou polimorfismo de microssatélite (pequenas
seqliéncias com um a quatro nucleotideos de comprimento repetidas em tandem)
e 0 AFLP (Amplified Fragment Lenght Polymophism) ou polimorfismo de
comprimento de fragmentos amplificados.

O primeiro, RAPD, por ser uma metodologia mais simples e
relativamente mais barata, tem sido intensamente utilizado por diversos
laboratorios, para diferentes culturas e as mais variadas finalidades. O segundo
tipo, SSR, apresenta vantagens de fornecer maior contetido de informacdo de
polimorfismo por loco, devido & expressao co-dominante e ao multialelismo, em
relacdo ao RAPD, que tem comportamento dominante, detectando apenas um
alelo por loco. Entretanto, sua utilizacdo é limitada pela necessidade prévia do
desenvolvimento de primers especificos para a obtencdo dos marcadores
(Sawazaki et al., 2002).

Por sua vez, marcadores AFLP possibilitam a obtencdo de um grande
nimero de marcadores em um Unico gel, oriundos de analise multiplex e
combinacdo do polimorfismo de presenca e auséncia de sitios de restricdo com a
ocorréncia ou ndo de amplificacdo a partir de sequéncias arbitrarias. Como
desvantagens, os marcadores AFLP tém comportamento dominante como o
RAPD e, por ser uma analise mais sofisticada, demanda mais recursos e etapas
para sua execucdo, sendo mais adequada para espécies de plantas cultivadas que
apresentam uma baixa taxa de polimorfismo de DNA (Ferreira & Grattapaglia,
1998).
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O uso de marcadores moleculares do tipo RAPD, associado as
avaliacdes fenotipicas do material, pode ser Gtil em programa de melhoramento
genético de maracujazeiro para caracterizacdo de acessos, assim como nha
identificacdo répida de selecdes interespecificas provenientes ou ndo de
cruzamentos controlados.

Por se tratar de uma espécie semiperene, o estudo de diversidade
genética com base em caracteristicas morfo-agrondémicas em Passiflora spp.
demanda tempo. Nesse caso, 0 uso de marcadores moleculares é altamente
viavel, por permitir um rapido estudo da variabilidade presente (Pereira et al.,
2005; Stephen et al., 1997, citados por Pio Viana et al., 2003; Vieira et al.,
2005). Alguns autores realizaram trabalhos referentes a diversidade genética no
género Passiflora, utilizando marcadores RAPD (Angel et al., 1998; Cassiano et
al., 1998; Pio Viana et al., 2003; Vieira et al., 1997).

Estudos preliminares tém mostrado que existe pouca variabilidade
genética entre as cultivares comerciais de P. edulis f. flavicarpa para resisténcia
a doengas (Junqueira et al., 2003; Nascimento, 2003). Trabalhos envolvendo
gendtipos de maracujazeiro azedo cultivados no Rio de Janeiro, baseados em
caracteristicas morfo-agrondmicas e marcadores RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA), também néo evidenciaram expressiva variabilidade genética
(Pio Viana et al. 2002a; 2002b).

Por outro lado, espécies silvestres do género Passiflora (P. laurifolia, P.
nitida, P. tenuifila, P.mucronata, P. gibertii, P. amethystina, P. quadrangularis,
P. setacea, P. coccinea, P. caerulea, entre outras) tém apresentado, com base em
estudos preliminares, variabilidade para resisténcia as principais doencas do
maracujazeiro (Cunha et al., 2002) e também variabilidade no DNA (Aukar et
al., 2002; Crochemore, 2002; Faleiro et al., 2004, 2005; Pio Viana et al., 2003).

Estudos mais aprofundados de caracterizacdo agronémica e molecular

de variedades comerciais de maracuja e de espécies nativas promissoras sao
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necessarios e de grande interesse para 0 melhoramento genético, orientando a
escolha de genitores e o planejamento dos cruzamentos. Segundo Cunha (1998)
e Faleiro et al. (2005), estudos acurados e detalhados sobre a variabilidade
genética do maracujazeiro poderdo indicar recursos genéticos valiosos, sejam
novas espécies nos sistemas de producdo, como opg¢des adicionais ao
maracujazeiro azedo e doce, sejam genes de espécies silvestres ou selvagens
Uteis a0 melhoramento das atuais espécies cultivadas. Nesse sentido, muitos
autores apontam que tais estudos sdo prioritarios para as pesquisas com 0

maracuja.
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CAPITULO 2

AN{&LISE COMPARATIVA DE CARACTERiSTICAS FISICO-
QUIMICAS DE MARACUJA-SUSPIRO, MARACUJA-DOCE E
MARACUJA-AZEDO

RESUMO

JUNQUEIRA, Keize Pereira. Analise comparativa de caracteristicas fisico-
quimicas de maracuja-suspiro, maracuja-doce e maracuja-azedo. 2006.
Cap. 2, 25 p. Dissertacdo (Mestrado em Fitotecnia) — Universidade Federal de
Lavras, Lavras, MG.”

O maracuja-suspiro (Passiflora nitida Kunth.), espécie nativa da América do
Sul, pertence ao grupo dos maracujas doces e apresenta um grande potencial
para a utilizagdo per si. Atualmente, as espécies mais importantes no mercado in
natura sdo o maracuja-doce (P. alata Curtis) e 0 maracuja-azedo (P. edulis Sims
f. flavicarpa Deg.). Objetivou-se analisar comparativamente as caracteristicas
fisico-quimicas de frutos de P. nitida do Cerrado (acesso CPAC MJ-01-10) em
relacdo as espécies comerciais P. alata (acesso CPAC MJ-02-12) e P. edulis f.
flavicarpa (acesso CPAC MJ-M-09). Para cada uma das espécies estudadas,
utilizaram-se 25 repeticdes, sendo cada uma representada por 1 fruto, coletado
a0 acaso na colecgdo ativa de germoplasma da Embrapa Cerrados. Analisaram-se
as caracteristicas peso de frutos (PF), didmetro longitudinal (DL) e transversal
(DT), peso da polpa acrescida das sementes (PP+PS), peso da polpa (PP), peso
de sementes (PS), peso de casca (PC), espessura da casca (EC), acidez total
titulavel (ATT), solidos sollveis totais (SST) e pH. Para a caracteristica PC,
houve diferenca significativa entre as espécies a 5% de probabilidade, pelo teste
de Tukey, tendo P. nitida (75,39 g) e P. alata (78,72 g) apresentado médias
superiores a P. edulis f. flavicarpa (63,92 g). A 1% de probabilidade, P. nitida
apresentou as menores médias para PF (102,25 g), PP+PS (26,86 g), PP (12,31
g), DL (77,85 mm) e PS (16,6 g). Esta Gltima ndo diferiu de P. edulis f.
flavicarpa (15,15 g). P. nitida apresentou a maior EC média (16,67 mm),
seguida por P. alata (9,60 mm) e P. edulis f. flavicarpa (4,82 mm). P. nitida
também apresentou o0 maior DT (69,29 mm) e ndo diferiu de P. edulis f.
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flavicarpa (71,94 mm), sendo superior a P. alata (63,04 mm). P. alata
apresentou teor de SST (20,89 °Brix) superior a P. nitida (13,43 °Brix) e P.
edulis f. flavicarpa (12,83 °Brix), que ndo deferiram entre si. A média de pH
para P. alata foi a maior dentre as espécies estudadas (4,03), seguida por P.
nitida (3,74) e P. edulis f. flavicarpa (2,98). Esta tltima apresentou a maior ATT
(3,54%), seguida por P. nitida (2,07%) e P. alata (0,66%). Portanto, a espécie P.
nitida possui boa parte das caracteristicas favoraveis a sua inser¢do no mercado
de frutas in natura. Por se tratar de uma espécie silvestre, sdo necessarios
trabalhos envolvendo a selecdo de materiais mais promissores. Também devem
ser realizados estudos acerca do potencial da casca de frutos de P. nitida para a
industria de produtos fitoterapicos, bem como da farinha de casca.
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ABSTRACT

JUNQUEIRA, Keize Pereira. Comparative analysis of physical-chemical
characteristics of sigh passion fruit, sweet passion fruit and sour passion
fruit. 2006. Cap. 2, 25 p. Dissertation (Master in Crop Science) — Federal
University of Lavras, Lavras, Minas Gerais, Brazil.”

Sigh passion fruit (Passiflora nitida Kunth.), native species of South America,
belongs to the group of sweet passion fruits and presents a great potential of use
per si. Currently, the most important species in the market in natura are the
sweet passion fruit (P. alata Curtis) and the sour passion fruit (P. edulis Sims f.
flavicarpa Deg.). It was objectified, in this work, to analyze comparativily the
physical-chemical characteristics of P. nitida fruits of Brazilian Savannah
(access CPAC MJ-01-10) in relation to commercial species P. alata (access
CPAC MJ-02-12) and P. edulis f. flavicarpa (access CPAC MJ-M-09). For each
one of the studied species, 25 repetitions have been used, being each one
represented by 1 fruit, randomly collected in the collection of Embrapa
Cerrados. It has been analized fruits weight (FW), longitudinal and transversal
diameter (LD and TD), pulp weight increased by seeds weight (PW+SW), pulp
weight (PW), seeds weight (SW), rind weight (RW), rind thickness (RT),
titratable total acidity (TTA), total soluble solids (TSS) and pH. Regarding the
RW characteristic, There was a significant difference among the species to 5%
of probability by Tukey’s test, and P. nitida (75,39 g) and P. alata (78,72 g)
have presented superior averages than P. edulis f. flavicarpa (63,92 g). To 1% of
probability, P. nitida presented the minors averages for FW (102,25 g), PW+SW
(26,86 g), PW (12,31 g), LD (77,85 mm) and SW (16,6 g), considering that, for
this last one, it did not differ from P. edulis f. flavicarpa (15,15 g). P. nitida
presented the biggest average RT (16,67 mm), followed by P. alata (9,60 mm)
and P. edulis f. flavicarpa (4,82 mm). P. nitida also presented the biggest TD
(69,29 mm) and did not differ from P. edulis f. flavicarpa (71,94 mm), being
superior to the P. alata (63,04 mm). P. alata presented content of TSS (20,89
°Brix) superior to P. nitida (13,43 °Brix) and P. edulis f. flavicarpa (12,83
°Brix), that have not differed between themselves. The average pH for P. alata
was the biggest amongst the studied species (4,03), followed by P. nitida (3,74)
and P. edulis f. flavicarpa (2,98). This last one presented the biggest TTA
(3,54%), followed by P. nitida (2,07%) and P. alata (0,66%). Therefore, P.
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nitida species possesses good part of the characteristics favorable to its use for
the market in natura, in resemblanse to the swet passion fruit. Being a wild
species, studies involving the election of more promising materials are
necessary. Researches concerning the potential of the rind of P. nitida fruits for
the industry of phytotherapeutic products, such as the rind flour, must be carried
through.
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1 INTRODUCAO

Entre as 130 espécies de maracuja nativas do Brasil, mais de 60
produzem frutos que podem ser aproveitados, direta ou indiretamente, como
alimentos. As mais cultivadas no Brasil e no mundo sdo o maracuja-azedo ou
amarelo (Passiflora edulis Sims f. flavicarpa Deg.), 0 maracuja-roxo (P. edulis
f. edulis Sims), muito cultivado na Australia, € o maracuja-doce (Passiflora
alata Curtis), que é uma espécie de grande ocorréncia no Brasil.

O maracuja-azedo é a principal espécie explorada comercialmente. Sua
producdo é destinada ao mercado de consumo in natura e, principalmente, para a
indlstria de suco. O maracuja-doce € considerado a segunda espécie, em
importancia econémica, no Brasil. Seus frutos apresentam polpa adocicada e
acidulada, muito saborosa e aromatica, motivo pelo qual tém sido destinados
prioritariamente para 0 mercado in natura. Os frutos de P. alata também podem
ser utilizados na forma de suco processado, apesar de Oliveira et al. (1982) e
Silva & Tassara (1996) considerarem o seu sabor enjoativo para este fim.

O maracuja-suspiro (Passiflora nitida Kunth.) pertence ao grupo dos
maracujas doces e apresenta um grande potencial para a utilizacdo per si,
embora ainda ndo existam cultivos comerciais e predomine a atividade
extrativista. O aproveitamento alimentar desta espécie ainda é muito restrito aos
estados da regido Norte do pais que, até entdo, era considerada o maior centro de
diversidade da espécie no Brasil. Com a descoberta de P. nitida vegetando
vigorosamente em diversos tipos fitofisiondmicos do Cerrado Central, com
peculiares caracteristicas fenotipicas, surgiram melhores perspectivas para a sua
exploracdo econdmica. Os acessos provenientes do Cerrado sdo, notadamente,
mais vigorosos e possuem frutos maiores quando comparados aqueles

originarios do Norte. Oliveira & Ruggiero (2005) ja haviam relatado o potencial

38



desta espécie para comércio in natura e estudaram sua aceitabilidade entre os
consumidores, obtendo resultados satisfatérios.

Devido ao fato de ainda nédo existir qualquer selecdo de genoétipos para
P. nitida, ha grande defasagem de produtividade das plantas cultivadas em
relacdo ao maracuja-azedo. Nas condi¢Ges do Distrito Federal, o maracuja-
suspiro propagado via estaquia inicia a frutificagdo aos 7 meses apds o plantio,
a0 passo que algumas sele¢Bes de maracuja-azedo propagadas da mesma forma
produzem aos 3 meses posteriores ao plantio.

As caracteristicas fisico-quimicas do maracujd sdo de grande
importancia para o0 melhoramento genético dessa frutifera, pois permitem avaliar
as propriedades organolépticas e de sabor dos frutos, garantindo a sua qualidade
para 0 mercado in natura ou para a industria. Atualmente, busca-se, por meio de
pesquisas, selecionar gendtipos de maracujazeiro mais produtivos e mais
resistentes a doencas por meio de cruzamentos convencionais das selecGes
comerciais com as espécies silvestres (hibridagdo interespecifica) ou cultivadas
(hibridacéo intraespecifica), por selecdo massal e recorrente ou, até mesmo, pela
exploragdo de novas espécies de potencial econdmico. O maracuja-suspiro €
uma espécie interessante, tanto para ser incorporada a programas de
melhoramento, em funcéo da resisténcia a diversas doencas do maracujazeiro
azedo e doce, quanto para a utilizacdo per si.

Considerando o potencial comercial de frutos de P. nitida, objetivou-se
analisar comparativamente as caracteristicas fisico-quimicas de frutos desta
espécie em relacdo as espécies comerciais P. alata e P. edulis f. flavicarpa, bem

como estimar parametros genéticos associados a essas caracteristicas.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Localizacao e gendtipos analisados

O experimento foi conduzido no Laboratério de Fruticultura e Pds-
colheita da Embrapa Cerrados (CPAC), localizada em Planaltina, DF, no
periodo de julho de 2005 a margo de 2006. Utilizaram-se 25 frutos de cada uma
das espécies estudadas (Tabela 1), coletados ao acaso na colecdo ativa de

germoplasma da Embrapa Cerrados.

TABELA 1. Relacdo de espécies de maracujazeiro analisadas na Embrapa
Cerrados. UFLA, Lavras, MG, 2006.

Espécie Nome Acesso Caodigo
comum
P. nitida Maracuja Corumba - GO CPAC MJ-01-10
-suspiro
P. alata Maracuja Distrito Federal CPAC MJ-02-12
-doce
P. edulis f. Maracuja EC-2-0 CPAC MJ-M-09
flavicarpa -azedo  [Hibrido comercial entre F1

(‘Roxo Australiano’ x
‘CSB-Marilia’) e ‘CSB-
Marilia’]

Foi adotado o delineamento experimental inteiramente casualizado, com
25 repeticOes, sendo cada fruto uma repeticao.

2.2 Caracteristicas fisicas e quimicas

As analises foram iniciadas 24 horas ap6s a colheita. A principio, foram
realizadas as avaliagOes fisicas de cada fruto, medindo-se 0 peso e os diametros

longitudinal e transversal. Os frutos foram despolpados posteriormente com o
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uso de peneira plastica ou de liquidificador adaptado. Utilizou-se 0 método da
peneira apenas para a espécie P. nitida, tendo em vista a pequena quantidade de
polpa por fruto. Neste caso, obteve-se a polpa pressionando-se o conteudo
interno do fruto contra a peneira. Para as demais espécies, utilizou-se
liquidificador da marca Wallita Roma, contendo uma peca despolpadora
acoplada, ligado, intermitentemente, por 3 a 4 minutos. Em seguida, a polpa foi
separada das sementes utilizando-se uma peneira de plastico de malha fina e
acondicionada em béquer de 250 ml, devidamente identificado com o nimero de
cada fruto. Apds este procedimento, determinaram-se o peso da polpa acrescida
das sementes, 0 peso da polpa, 0 peso da semente, 0 volume de suco e a
espessura da casca.

As avaliacbes de diametro do fruto e espessura da casca foram
realizadas com auxilio de um paquimetro digital. Para a medida da espessura da
casca, foi adotado, como padrdo, o sentido transversal do fruto. Os pesos de
fruto, polpa acrescida de sementes, polpa e sementes foram obtidos utilizando-se
balanca de preciséo de 0,01 g (Ohaus modelo Precision Standard). O volume do
suco, em mililitros, foi obtido com o auxilio de uma proveta.

As sementes foram colocadas em copos descartaveis tipo cafezinho e,
em seguida, pesadas em balanca. O peso da casca foi determinado pela diferenca
entre o peso da polpa acrescida das sementes e 0 peso do fruto.

Em seguida, procederam-se as andlises quimicas. Foram avaliados a
acidez total titulavel (ATT), o teor de solidos soltveis totais (SST) e o pH.

O SST foi avaliado sem diluicdo, em refratdmetro digital Atago PR-100
modelo Palette, com compensacgdo automatica de temperatura de 20°. O pH do
suco foi obtido em aparelho da marca Horiba pH meter M-8L, segundo técnica
preconizada AOAC (1990).

A ATT, expressa em percentagem de acido citrico, foi determinada pela

titulacdo com hidroxido de sédio (NaOH), a 0,2 N, em 6 ml de suco, usando-se

41



duas gotas de fenolftaleina 1% como indicador, até atingir coloracdo roésea,
segundo metodologia preconizada por Pregnolatto & Pregnolatto (1985). Apoés a
titulacdo, anotou-se o volume gasto de NaOH para cada amostra. Para o
maracujd, o &cido organico predominante é o 4cido citrico (Chitarra & Chitarra,
1990) e, sendo assim, utilizou-se a férmula abaixo para representar teor de

acidez em 4cido citrico:

ATT = (V* N * 100/P) * meq

Em que:

ATT: porcentagem da acidez titulavel em acido citrico (%)
V: volume da solucgéo de NaOH gasto (ml)

N: normalidade da solucdo de NaOH;

P : peso (g) ou volume (ml) de cada amostra inicial;

Meq: miliequivalente cido citrico anidro, neste caso 0,0064.

2.3 Teste de médias

As médias de dados das diferentes espécies foram comparadas pelo teste
de Tukey, a 1% de probabilidade.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da andlise de varidncia de cada caracteristica séo
apresentados nas Tabelas 2 e 3. Verifica-se que ha diferencas significativas, pelo
teste F, a 1% de probabilidade, entre as espécies, para todas as caracteristicas,
com excec¢do do peso de casca, em que o teste foi significativo, a 5% de

probabilidade.
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TABELA 2. Resumo da analise de variancia dos dados relativos as variaveis peso de fruto (PF), peso de polpa acrescida
de sementes (PP + PS), peso de polpa (PP), peso de sementes (PS), peso de casca (PC) e espessura da
casca (EC), avaliados em 3 espécies de maracujazeiro. UFLA, Lavras, MG, 2006.

Fonte de QM

variagdo GL PF PP + PS PP PS PC EC
Espécies 2 5656,4415**  7389,2673**  6888,9567** 297,6181** 1085,3409*  639,2478**
Residuo 51 473,8040 237,8505 203,0690 17,1289 280,8636 2,3575
CV (%) - 17,7392 31,5867 44,3007 24,2237 23,0607 14,8143

** * . Significativo, a 1% e 5% de probabilidade, respectivamente, pelo teste F.
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TABELA 3. Resumo da analise de variancia dos dados relativos as variaveis didmetro longitudinal (DL), didmetro

transversal (DT), teor de solidos soluveis totais (SST) e acidez total titulavel (ATT), avaliados em 3 espécies de
maracujazeiro. UFLA, Lavras, MG, 2006.

Fonte de QM

variacdo GL DL DT PH SST ATT
Espécies 2 1007,7482** 375,8688** 5,2345** 361,3739** 37,3006**
Residuo 51 41,7725 29,2641 0,0465 3,2600 0,2965
CV (%) - 7,5150 7,9447 6,0169 11,4800 26,0921

**: Significativo, a 1% de probabilidade, pelo teste F.



Com base na comparacdo entre médias das caracteristicas fisico-
quimicas de frutos de P. nitida, P. alata e P. edulis f. flavicarpa, realizada
utilizando-se o teste de Tukey (Tabela 4), observam-se grandes diferencas entre
as espécies, ressaltando a grande diversidade dentro do género Passiflora para
tais caracteristicas. Essa grande diversidade no género Passiflora ja havia sido
relatada por diversos autores, incluindo Faleiro et al. (2005), Ferreira & Oliveira
(1991) e Paula et al. (2005).

44



14

TABELA 4. Médias de peso de fruto (PF), peso de polpa acrescido de sementes (PP + PS), peso de polpa (PP), peso de
sementes (PS), peso de casca (PC), espessura de casca (EC), diametro longitudinal (DL), didmetro
transversal (DT), pH, teor de sélidos sollveis (SST) e acidez total titulavel (ATT) avaliados em 3 espécies
de maracujazeiro. UFLA, Lavras, MG, 2006.

Caracteres
Especie PFE _PP+PS PP PS PC  EC DL DT pH  SST ATT
(*)] ()] 9 ()] (*)] (mm) (mm)  (mm) (°Brix) (%)
P nitida  10225b  26,86b  125lc  1435b 7539 16,67a 77,85b 6929a 374b 1346  2,07b
P alata  1335%a 5283  3236b 21,76a 7872a 9,60b 87,60 6304b 403 2089  0,66¢
P edulisf. 132282 66782 5163a 1515b 6392a 482 9256a 71,942 298 1283 354a
flavicarpa

As médias seguidas pela mesma letra, na mesma coluna, ndo diferem entre si, a 1% de probabilidade, pelo teste de

Tukey.



Analisando-se as caracteristicas peso de fruto e peso de polpa acrescida
de sementes, P. nitida apresentou as menores médias (102,25 g e 26,86 g,
respectivamente), ndo tendo P. edulis f. flavicarpa e P. alata diferido
significativamente entre si. As médias de peso observadas para P. edulis f.
flavicarpa e P. alata foram, respectivamente, 132,28 e 133,59 g. Para peso de
polpa acrescida de sementes, P. edulis f. flavicarpa e P. alata apresentaram,
respectivamente, 66,78 e 52,83 g.

O valor de peso observado para P. nitida € muito superior aos valores
relatados por Pereira (1998) e Oliveira & Ruggiero (1998), para esta espécie, de
35,78 e 45 g, respectivamente. Os baixos valores encontrados por estes autores
devem-se, principalmente, ao fato de que os acessos estudados pelos mesmos
sdo procedentes da Amazoénia e, no presente estudo, utilizou-se um acesso do
Cerrado. Os acessos do Cerrado, geralmente, possuem frutos maiores e sdo mais
Vigorosos.

O intervalo de peso citado por diversos autores para 0 maracuja-azedo
encontra-se entre 95,70 a 243,01 g (Collard et al., 2000; Costa et al., 2001;
Fortaleza et al., 2005; Martins et al., 2003; Melo, 1999; Nascimento et al., 1999;
Nascimento et al., 2003; Oliveira et al., 2002; Veras, 1997). De acordo com
Junqueira et al. (1999), existem selecdes capazes de produzir frutos com mais de
300 g. A média encontrada para 0 maracuja-azedo na presente pesquisa (132,28
g), esta dentro do intervalo citado na literatura. P. nitida apresentou média
(102,25 g) proxima ao limite inferior citado para P. edulis f. flavicarpa.

Segundo Gamarra Rojas (1994), a grande variacdo nos pesos de frutos
encontrada nos diversos trabalhos com maracuja-azedo podem ser conseqiiéncia
da variabilidade intra-especifica, além do fato desta espécie ser a mais utilizada
em programas de melhoramento genético visando ganhos em varias

caracteristicas, inclusive peso de frutos.
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Segundo S&o José et al. (1999) producdes de frutos de maracuja-azedo
com peso médio inferior a 120 g podem néo ser economicamente viaveis.

Para 0 maracuja-doce, alguns autores citam valores de peso entre 104,27
g e 342 g (Meletti et al., 2003; Pereira et al., 2005; Vasconcellos & Cereda,
1994; Vasconcellos et al., 2001). A média observada para P. alata neste trabalho
(133,59 g) encontra-se dentro do intervalo citado. Os valores inferiores
constatados em P. nitida, em relacdo as espécies cultivadas devem-se ao fato
desta espécie ainda ndo ter passado por processos de selecao.

Para peso de polpa, observou-se a maior média para P. edulis f.
flavicarpa (51,63 g), seguida por P. alata (32,36 g) e P. nitida (12,51 g).

Collard et al. (2000), Machado et al. (2003) e Medeiros et al. (2005)
citaram peso de polpa de maracuja-azedo variando de 32,2 g a 125,60g. O valor
encontrado para esta espécie na presente pesquisa situa-se dentro deste intervalo.

A média encontrada para P. alata foi inferior aos valores relatados por
Vasconcellos et al. (2001), que citaram de 49,3 a 67,1 g de polpa para alguns
acessos de maracuja-doce.

O maracuja-suspiro proporcionou peso de polpa inferior aos valores
referidos na literatura para o maracujd-azedo e doce. Entretanto, o valor
encontrado é superior ao de outras espécies nativas, como P. tenuifila (Braga et
al., 2005), P. foetida (Aular & Rodriguez, 2003), P. misera, P. galbana e P.
suberosa (Pereira et al., 2005).

Em relacdo a peso de sementes, a maior média foi observada para P.
alata (21,76 g), seguida por P. nitida (14,35 g) e P. edulis f. flavicarpa (15,15
g), que ndo diferiram significativamente entre si.

Os pesos de sementes relatados na literatura variam de 7,43 a 35,1 g
para 0 maracuja-azedo (Andrade, 1998, citados por Costa et al., 2001; Costa et
al., 2001; Martins et al., 2003; Queirds, 1997, citados por Costa et al., 2001).
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Para o maracuja-doce, Pereira et al. (2005) encontraram valor médio de 5,54¢
por fruto, bem inferior ao encontrado nesta pesquisa para P. alata.

Para a caracteristica peso de casca, ndo houve diferenca significativa
entre as espécies, a 1% de probabilidade. Entretanto, a 5%, P. nitida (75,39 g) e
P. alata (78,72 g) apresentaram médias superiores a P. edulis f. flavicarpa
(63,92 g) em relacdo a esta caracteristica. Para espessura de casca, P. nitida
apresentou a maior média (16,67 mm), seguida por P. alata (9,60 mm) e P.
edulis f. flavicarpa (4,82 mm).

Alguns autores citam peso de casca variando de 105,0 a 114,49 no
maracujd-azedo (Collard et al., 2000), e de 136,7 a 206,2 g no maracuja-doce
(Vasconcellos et al., 2001). Os valores encontrados no presente trabalho para
todas as espécies variaram de 63,92 a 78,72 g, sendo, portanto, inferiores aos
citados nas referéncias.

O intervalo para espessura de casca relatado na literatura é de 3,0 a 8,5
mm para 0 maracuja-azedo (Costa et al., 2001; Fortaleza et al., 2005; Meletti et
al.,, 1994, citados por Nascimento et al., 2003; Nascimento et al., 1999;
Nascimento et al., 2003; Oliveira et al., 1988; Queirds, 1997, citados por Costa
et al., 2001). As médias encontradas para P. nitida e P. alata neste trabalho
superaram o intervalo citado.

Segundo Oliveira et al. (1988), maior espessura da casca relaciona-se
com menor rendimento em suco. Com base nisso, tanto a industria como o
mercado de frutos in natura consideram a caracteristica espessura da casca de
grande importancia.

Assim, considerando-se 0 maracuja-suspiro uma espécie promissora
para 0 mercado in natura dos maracujas-doces, a espessura da casca seria um
fator negativo, sendo necessarios trabalhos de sele¢do a fim de encontrar acessos
com menor espessura de casca. Caso a selecdo nao seja suficiente, hibridacdes

interespecificas com espécies de casca mais fina podem constituir-se numa
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alternativa viavel. Segundo Meletti et al. (2003), ha necessidade de desenvolver-
se um padrdo para esta caracteristica, ainda inexistente, aliando uma cavidade
interna maior com rendimento em polpa.

Entretanto, para outros aspectos, a espessura de casca pode ndo ser um
fator negativo. Segundo Meletti et al. (2003), considerando o mercado de frutas
in natura, a presenca de casca mais fina representa menos descarte para o
consumidor, mas também menor resisténcia mecénica ao transporte e manuseio.

E importante considerar também que o processo produtivo de maracuja
ndo tem seguido apenas as vertentes de producdo para consumo in natura ou
industrial. A producédo de casca, antes um subproduto da producdo, muitas vezes
descartado, tem ocupado uma parcela consideravel no sistema produtivo. Muitos
produtores, especialmente os pequenos, produzindo maracuja exclusivamente
para a producéo da farinha de casca.

Gomes (2004), citado por Cérdova et al. (2005), ressalta que a casca do
maracuja é rica em pectina, niacina (vitamina B3), ferro, calcio e fosforo. Em
humanos, a niacina atua no crescimento e na producdo de horménios, assim
como na prevencdo de problemas gastrintestinais. Os minerais atuam na
prevencdo da anemia (ferro), no crescimento e no fortalecimento dos 0ssos
(célcio), além da formacédo celular (fésforo). Quanto a composicdo de fibras, a
casca do maracuja constitui em produto vegetal rico em fibra do tipo soluvel
(pectinas e mucilagens), benéfica ao ser humano. Ao contrario da fibra
insoltvel, contida no farelo dos cereais, que pode interferir na absorcéo do ferro,
a fibra solGvel pode auxiliar na prevencéo de doengas (Rocco, 1993; Bina, 2004,
citados por Cérdova et al., 2005).

Além disso, alguns autores citam outras formas de exploracdo do
maracuja utilizando-se a sua casca. Segundo Oliveira et al. (2002), tanto no
Brasil, como no exterior, as cascas foram testadas com relativo sucesso na
alimentacdo animal. Otagaki & Matsumoto (1958) e Ariki et al. (1977), citados
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por Oliveira et al. (2002), utilizaram a casca do maracuja na suplementacdo de
racdes para vacas leiteiras, suinos e outros animais, permitindo a incorporacao
de niveis relativamente altos de melago a racao.

De acordo com Cérdova et al. (2005) e Oliveira et al. (2002), o
aproveitamento de cascas de frutas, como o maracuja, deve ser mais explorado.
Segundo Medina (1980), suas caracteristicas e propriedades funcionais podem
ser utilizadas para o desenvolvimento de novos produtos. A inclusdo de uma
nova espécie no sistema produtivo com maior rendimento em casca, como P.
nitida, poderia ser um fator importante para o desenvolvimento deste novo ramo
de cultivo do maracujazeiro.

Para diametro longitudinal, as maiores médias foram observadas para P.
alata (87,60 mm) e P. edulis f. flavicarpa (92,56 mm), que ndo diferiram
significativamente entre si, seguidas por P. nitida (77,85 mm).

Em relacdo a caracteristica didmetro transversal, as maiores médias
foram observadas para P. nitida (69,29 mm) e P. edulis f. flavicarpa (71,94
mm), que ndo diferiram significativamente entre si, seguidas por P. alata (63,04
mm).

Diversos autores estudaram as caracteristicas diametro longitudinal e
transversal em maracuja. Segundo Fortaleza et al. (2005), a relacdo entre o
comprimento e o didmetro dos frutos de maracuja é utilizada para avaliar o
formato dos frutos. Frutos destinados a indudstria devem ser preferencialmente
oblongos, por apresentarem cerca de 10% a mais de suco que os redondos.
Entretanto, estes autores, estudando nove genotipos de maracujazeiro azedo, nao
observaram correlacdo entre a relacdo comprimento e didmetro e rendimento de
polpa.

Na literatura, os diametros longitudinais relatados para maracuja-azedo
variam de 67,1 a 139,0 mm (Collard et al., 2000; Martins et al., 2003;

Nascimento et al., 1999; Nascimento et al., 2003; Oliveira et al., 1988) ¢, para 0
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maracuja-doce, de 78,0 e 116,0 mm (Vaconcellos et al., 2001; Pereira et al.,
2005; Meletti et al., 2003). Os diametros transversais relatados para maracuja-
azedo variam de 59,8 a 82,0 mm (Collard et al., 2000; Martins et al., 2003;
Nascimento et al., 1999; Oliveira et al., 1988) e para 0 maracuja-doce, de 57,29
a 89,0 mm (Meletti et al., 2003; Pereira et al., 2005; Vaconcellos et al., 2001). O
maracuja-azedo, doce e suspiro apresentaram médias dentro dos valores citados
para os dois primeiros. O maracuja-suspiro, entretanto, possui formato mais
arredondado e o maracuja-doce é o mais oblongo.

Quanto ao pH, P. alata apresentou a maior média (4,03), seguida por P.
nitida (3,74) e P. edulis f. flavicarpa (2,98). Os valores de pH para 0 maracuja-
azedo estdo dentro do intervalo proposto por Nascimento et al. (2003), Collard et
al. (2000) e Medeiros et al. (2005). Brasil (1999), citado por Nascimento et al.
(2003), estabelece, como padrdo para a polpa do maracuja utilizado na industria,
uma variacao de 2,7 a 3,8. O maracuja-doce e 0 maracuja-suspiro apresentaram
valores superiores, 0 que ndo € uma caracteristica negativa, tendo em vista
destinarem-se, principalmente, ao consumo in natura.

Em P. alata verificou-se 0 maior teor de sélidos solUveis totais (SST)
(20,89), sequida por P. nitida (13,46) e P. edulis f. flavicarpa (12,83), que nao
diferiram significativamente entre si. Segundo Chitarra & Chitarra (1990), os
s6lidos sollveis indicam a quantidade, em gramas, dos s6lidos que se encontram
dissolvidos no suco ou polpa.

Diversos autores estudaram esta caracteristica em maracuja-azedo e
doce e relatam valores de 12,70 a 19,5° Brix em P. edulis f. flavicarpa (Chen et
al., 1991; Collard et al., 2000; Costa et al., 2001; Fortaleza et al., 2005; Gamarra
Rojas & Medina, 1996; Machado et al., 2003; Medeiros et al., 2005; Nascimento
et al., 2003; Silva et al., 2005, citados por Nascimento et al., 2003; Tocchini et
al., 1994, citados por Costa et al., 2001) e de 18,4 a 22,8 °Brix em P. alata
(Meletti et al., 2003; Vasconcellos & Cereda, 1994). Os valores obtidos para P.
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alata e P. edulis f. flavicarpa no presente trabalho concordam com aqueles
relatados na literatura. O teor de sélidos sollveis totais constatado para P. nitida
estd compreendido no intervalo relatado para P. edulis f. flavicarpa.

Segundo Nascimento et al. (2003), para a induUstria e, principalmente,
para 0 mercado de frutos in natura, o teor elevado de SST é uma caracteristica
desejavel. Para a industria, sdo necessarios 11 kg de frutos com SST, entre 11%
a 12%, para a obtencdo de 1 kg de suco concentrado a 50 °Brix. Assim sendo,
guanto mais alto o valor de SST, menor serd a quantidade de frutos necessaria
para a concentragao do suco.

De acordo com Meletti et al. (2005), o teor de SST é importante para
elevar a relacdo acUcares/acidez e tornar o fruto mais adocicado e, por isso, mais
aceito em paises europeus (Souza & Sandi, 2001, citados por Meletti et al.,
2005). O elevado teor de SST dispensa, ainda, 0 uso de acUcar quando
consumido (Toda Fruta, 2002, citado por Meletti et al., 2005).

Para a caracteristica acidez total titulavel (ATT), o maior valor
observado foi para P. edulis f. flavicarpa (3,54), seguida por P. nitida (2,07) e P.
alata (0,66).

Collard et al. (2000), Costa et al. (2001), Fortaleza et al. (2005),
Medeiros et al. (2005), Nascimento et al. (2003), Silva et al. (2005), Veras
(1997) observaram valores para a porcentagem de &cido citrico no maracuja-
azedo variando de 2,29% a 5,08%. A média observada para esta espécie, na
presente pesquisa (3,54%), encontra-se dentro do intervalo citado na literatura.

Muller (1977), citado por Collard et al. (2000), ressalta que, ao contrario
do consumo in natura, para a industrializacdo, é importante que os frutos
apresentem elevada acidez total titulavel, o que diminui a adigdo de acidificantes
e propicia melhoria nutricional, seguranca alimentar e qualidade organoléptica.

Ritzinger et al. (1989), citados por Machado et al. (2003), afirmam que a
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composicdo dos frutos de maracuja-azedo pode ser influenciada por fatores
climaticos, principalmente no que se refere a acidez.

Vasconcellos & Cereda (1994) e Veras (1997) relataram valores de ATT
variando entre 0,7% e 2,05% para 0 maracuja-doce. A média observada para P.
alata (0,66%), no presente trabalho, encontra-se préxima do limite inferior do
intervalo citado na literatura. P. nitida apresentou um padrdo de acidez
intermediario entre 0 maracuja-doce e 0 azedo, embora se aproxime do valor

maximo relatado na literatura para P. alata.

4 CONCLUSOES

A comparacdo das médias das caracteristicas de Passiflora nitida com as
espécies comerciais P. edulis f. flavicarpa e P. alata mostra algumas
caracteristicas peculiares de P. nitida, como a maior espessura de casca e valores
intermediarios de pH e acidez total titulavel.

Para a utilizacdo per si, P. nitida deve ser inserida em programas de
melhoramento, a fim de selecionar acessos com maior producdo de polpa e
menor espessura de casca.

Maiores estudos acerca do potencial da casca de P. nitida para a
obtencdo de farinha de casca e demais produtos relacionados devem ser

realizados.
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CAPITULO 3

VARIABILIDADE GENETICA DE ACESSOS DE MARACUJA-
SUSPIRO (Passiflora nitida Kunth.) COM BASE EM MARCADORES
MOLECULARES

RESUMO

JUNQUEIRA, Keize Pereira. Variabilidade genética de acessos de maracuja-
suspiro (Passiflora nitida Kunth.) com base em marcadores moleculares.
2006. Cap. 3, 18p. Dissertacdo (Mestrado em Fitotecnia) — Universidade Federal
de Lavras, Lavras, MG.”

Passiflora nitida é uma espécie silvestre amplamente distribuida pelo territério
brasileiro, constituindo-se em fonte de resisténcia a doencas foliares e de raizes.
O objetivo deste trabalho foi avaliar a variabilidade genética entre acessos de P.
nitida procedentes de diferentes tipos fitofisiondmicos de Cerrado e estados
brasileiros (Goias, Distrito Federal, Tocantins, Mato Grosso e Amazonas)
utilizando marcadores moleculares RAPD. O DNA gendmico de cada acesso foi
extraido e doze primers decameros foram utilizados para a obtencdo de
marcadores moleculares RAPD, que foram convertidos em uma matriz de dados
binérios, a partir da qual foram estimadas as distancias genéticas entre 0s
acessos e realizadas analises de agrupamento e de dispersdo gréfica. Foram
obtidos 196 marcadores para P. nitida, dos quais 63,81% foram polimorficos. As
distancias genéticas entre 0s acessos de maracuja variaram de 0,031 a 0,614 e,
considerando apenas P. nitida, de 0,031 a 0,417. Os marcadores moleculares
demonstraram uma alta variabilidade genética dos acessos de P. nitida. Menores
distancias genéticas foram verificadas entre os acessos originados do mesmo
estado. Considerando-se os acessos de um mesmo estado, menores distancias
genéticas foram verificadas entre 0s acessos provenientes de tipos
fitofisiondmicos préximos. O acesso “Manaus 2” apresentou 0 maior
distanciamento genético em relagdo aos demais acessos.

“ Comité Orientador: Dr. José Darlan Ramos — DAG/UFLA (Orientador), Dr.
Fabio Gelape Faleiro — Embrapa Cerrados (Co-orientador), Dr. Nilton
Tadeu Vilela Junqueira — Embrapa Cerrados.
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ABSTRACT

JUNQUEIRA, Keize Pereira. Genetic variability of wild passion fruit
(Passiflora nitida Kunth.) determined by molecular markers. 2006. Cap. 3,
18 p. Dissertation (Master in Crop Science) — Federal University of Lavras,
Lavras, Minas Gerais, Brazil.”

Passiflora nitida is a wild species widely distributed in Brazilian territory. It is a
source of resistance to foliar and soil borne diseases. The objective of this work
was to evaluate the genetic variability among accessions of P. nitida proceeding
from different types of Cerrado (Brazilian savannah) vegetation and brazilian
states (Goids, Distrito Federal, Tocantins, Mato Grosso and Amazonas) using
RAPD molecular markers. The genomic DNA of each origin was extracted and
amplified using 12 decamer primers to obtain RAPD molecular markers. These
markers were transformed in binary matrix data to estimate genetic distances
among accessions and to perform cluster and graphical dispersion analysis. It
was obtained 196 markers, of which 63.81% were polymorphic to P. nitida
acessions. The genetic distances among accessions of Passiflora species ranged
from 0.031 to 0.614 and among P. nitida accessions ranged from 0.031 to 0.417.
It was observed high genetic variability among P. nitida accessions. Lower
genetic distances was verified among accessions of the same brazilian state. In
the same state, lower genetic distances was found among accessions from
similar Cerrado vegetations types. The accession named “Manaus 2” presented
greatest genetic distance in comparison with others accessions.

“ Guidance Committee: Dr. José Darlan Ramos — DAG/UFLA (Advisor), Dr.
Fabio Gelape Faleiro — Embrapa Cerrados (Co-advisor), Dr. Nilton
Tadeu Vilela Junqueira — Embrapa Cerrados.
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1 INTRODUCAO

Passiflora nitida Kunth. é uma espécie de maracuja de ocorréncia em
grande parte do territdrio nacional. Acessos silvestres dessa espécie ja foram
coletados nos estados do Amazonas, Para, Piaui, Mato Grosso, Tocantins, Goias,
Bahia, Minas Gerais e Distrito Federal. No Cerrado, pode ser facilmente
encontrada em matas ciliares, veredas, cerraddo, cerrado stricto sensu e até em
matas secas. Entretanto, até o relato de Junqueira et al. (2006), esta espécie era
citada como ocorrente apenas na regido Norte do Brasil, em terras baixas do
trépico Umido da América do Sul (Villachica, 1996, citado por Oliveira &
Ruggiero, 2005) e, segundo Oliveira & Ruggiero (2005), ndo poderia ser
encontrada dentro de mata ou vegetando a pleno sol. Porém, ha acessos de
Cerrado ocorrendo desde matas ciliares a chapadas, respectivamente, mata e a
pleno sol, inclusive em altitudes de até 1.600 m, em Alto Paraiso, estado de
Goias. Os acessos provenientes de matas crescem e se desenvolvem sobre a
vegetacdo arborea ou arbustiva existente.

Entre os acessos de P. nitida mantidos na colecdo da Embrapa Cerrados,
oriundos de varias regides do centro-norte do pais, pode-se observar grande
variabilidade fenotipica entre formatos e tamanho de frutos, espessura de casca,
aroma, cor da casca e da polpa, sabor, bem como na produtividade e resisténcia
a doengas foliares.

Para analisar a origem genética dessa variabilidade fenotipica, objetivou-
se realizar o estudo da variabilidade de 17 acessos de P. nitida mantidos no
banco de germoplasma da Embrapa Cerrados, por meio de marcadores
moleculares RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA).
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2 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado no Laboratério de Genética e Biologia
Molecular da Embrapa Cerrados. Foram analisados 17 acessos de Passiflora
nitida. Um acesso de P. edulis f. flavicarpa e um de P. alata foram utilizados
como “outgroups” (Tabela 1). Folhas em estagio intermediario de maturacédo
foram coletadas e 0 DNA gendmico extraido, utilizando-se 0 método do CTAB,
com algumas modificac6es (Faleiro et al., 2003).

Amostras de DNA de cada material genético foram amplificadas para a
obtengdo de marcadores RAPD. As reacGes de amplificacdo foram feitas em um
volume total de 13 pL, contendo Tris-HCI 10 mM (pH 8,3), KCI 50 mM, MgCl,
3 mM, 100 uM de cada um dos desoxirribonucleotidios (dATP, dTTP, dGTP e
dCTP), 0,4 uM de um primer (Operon Technologies Inc., Alameda, CA, EUA),
uma unidade da enzima Taq polimerase e, aproximadamente, 15 ng de DNA.
Foram utilizados 12 primers decameros: OPD (04, 07, 08 e 16), OPE (18 e 20),
OPF (01 e 14), OPG (08) e OPH (12, 16 € 17).

As amplificacBes foram efetuadas em termociclador programado para 40
ciclos, cada um constituido pela seguinte sequéncia: 15 segundos a 94°C, 30
segundos a 35°C e 90 segundos a 72°C. Ap6s os 40 ciclos, foi feita uma etapa de
extensdo final de seis minutos a 72°C e, finalmente, a temperatura foi reduzida
para 4 °C. Apds a amplificacdo, foram adicionados, a cada amostra, 3 il de uma
mistura de azul de bromofenol (0,25%) e glicerol (60%), em agua. Essas
amostras foram aplicadas em gel de agarose (1,2%), corado com brometo de
etidio, submerso em tampdo TBE (Tris-Borato 90 mM, EDTA 1 mM). A
separacao eletroforética foi de, aproximadamente, quatro horas, a 90 volts. Ao

término da corrida, os géis foram fotografados sob luz ultravioleta.
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TABELA 1. Acessos de maracujazeiro analisados, com os respectivos locais de coleta e codigos do Banco de

Germoplasma da Embrapa Cerrados. UFLA, Lavras, MG, 2006.

N° Espécie Acesso Estado Cddigo

1 Passiflora nitida Kunth. "N. R. S8o José" (Chapada) DF CPAC MJ-01-01
2 Passiflora nitida Kunth. "N. R. S8o José" (Vereda) DF CPAC MJ-01-02
3 Passiflora nitida Kunth. "Vale do Amanhecer" (Vereda) DF CPAC MJ-01-03
4 Passiflora nitida Kunth. "Jardim Botanico" (Cerradao) DF CPAC MJ-01-04
5 Passiflora nitida Kunth. "Silvania" (Mata Ciliar) GO CPAC MJ-01-05
6 Passiflora nitida Kunth. "Silvania" (Chapada) GO CPAC MJ-01-06
7 Passiflora nitida Kunth. “Alto Paraiso" (Mata Ciliar) GO CPAC MJ-01-01
8 Passiflora nitida Kunth. "Corumba" (Mata seca) GO CPAC MJ-01-01
9 Passiflora nitida Kunth. "ltiquira 1" MT CPAC MJ-01-07
10 Passiflora nitida Kunth. "Itiquira 2" MT CPAC MJ-01-08
11 Passiflora nitida Kunth. "Natividade™ TO CPAC MJ-01-01
12 Passiflora nitida Kunth. "Natividade" TO CPAC MJ-01-01

(Com. Casa de Telha)
13 Passiflora nitida Kunth. "Natividade" (Com. do Brejéo) TO CPAC MJ-01-01
14 Passiflora nitida Kunth. "Palmas-TO" TO CPAC MJ-01-01
15 Passiflora nitida Kunth. "Manaus 1" (Rio Urubu) AM CPAC MJ-01-01
16 Passiflora nitida Kunth. "Manaus 2" AM CPAC MJ-01-01
(Distrito Agropecuario)

17 Passiflora nitida Kunth. "Manaus 3" AM CPAC MJ-01-01
18 Passiflora alata comercial “Selecdo FAL” DF CPAC MJ-02-11
19 Passiflora edulis f. flavicarpa “GA-2” DF CPAC MJ-M-01




Os marcadores RAPD gerados foram convertidos em uma matriz de
dados binarios, a partir da qual foram estimadas as distancias genéticas entre 0s
diferentes acessos, com base no complemento do coeficiente de similaridade de
Nei & Li (1979), utilizando-se o Programa Genes (Cruz, 1997). A matriz de
distancias genéticas foi utilizada para realizar analises de agrupamento por meio
de dendrograma, utilizando-se 0 método do UPGMA (Unweighted pair-group
arithmetic average) como critério de agrupamento e a dispersao grafica baseada
em escalas multidimensionais usando o método das coordenadas principais, com
auxilio do Programa SAS (SAS Institute, 1989) e Statistica (Statsoft, 1999).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os 12 primers decdmeros geraram um total de 196 marcadores RAPD,
perfazendo uma média de 16,3 marcadores por primer. O padrdo de
amplificacdo de amostras de DNA, gerado pelo primer OPD-04 esta ilustrado na
Figura 1. Do total de marcadores, considerando-se apenas 0s acessos de P.
nitida, 125 (63,81%) foram polimoérficos (Tabela 2). A alta média de marcadores
por primer e a alta porcentagem de marcadores polimoérficos dentro da espécie
P. nitida evidenciam a presenca de alta variabilidade genética intra-especifica.
Alta variabilidade genética interespecifica foi verificada ao analisarem-se as
bandas polimoérificas dos acessos de P. edulis f. flavicarpa e P. alata
(“outgroups”) em relacdo aos acessos de P. nitida. Faleiro et al. (2004) e Pio
Viana et al. (2003) j& haviam relatado a alta variabilidade genética

interespecifica no género Passiflora com base em marcadores RAPD.
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FIGURA 1. Produto de amplificacdo de amostras de DNA gendmico de 19
acessos de maracujazeiro obtidos com o uso do primer decAmero
OPD-04. Os numeros correspondem aos acessos da Tabela 1.

TABELA 2. Primers utilizados para a obtencdo dos marcadores RAPD e
respectivos nimeros de bandas polimérficas e monomorficas,
considerando-se apenas 0s acessos de P. nitida. UFLA, Lavras,
MG, 2006.

in e s N° de bandas N° de bandas
Seqiiéncia 5'—3

Primer polimérficas monomorficas
OPD-04 TCTGGTGAGG 16 13
OPD-07 TTGGCACGGG 27 1
OPD-08 GTGTGCCCCA 8 5
OPD-16 AGGGCGTAAG 12 9
OPE-18 GGACTGCAGA 2 6
OPE-20 AACGGTGACC 7 4
OPF-01 ACGGATCCTG 3 7
OPF-14 TGCTGCAGGT 12 5
OPG-08 TCACGTCCAC 9 3
OPH-12 ACGCGCATGT 15 4
OPH-16 TCTCAGCTGG 6 7
OPH-17 CACTCTCCTC 8 7

TOTAL 125 71
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De acordo com Lopes (1991), o género Passiflora é originario da
América do Sul, com o centro-norte do Brasil, seu maior centro de dipersdo
geogréfica, fato que pode explicar a grande variabilidade do acessos estudados.
Ganga et al. (2004) ressaltam que a diversidade de locais de coleta implica
diferentes capacidades adaptativas dos acessos analisados, o que é de extremo
interesse para programas de melhoramento genético visando a obtengdo de
variedades adaptadas a diferentes regies ou sistemas agricolas do pais. Segundo
esses autores, a avaliacdo da divergéncia genética possibilita selecionar
combinagcBes com maiores possibilidades de complementacdo génica e
recuperacdo de genotipos superiores nas geracdes segregantes.

Bianchi et al. (2003), Salla et al. (2002), Sawazaki et al. (2002),
utilizando marcadores RAPD, também encontraram elevado polimorfismo entre
acessos de aceroleira (Malpighia emarginata), pereira (Pyrus spp.) € ameixeira
(Prunus spp.), respectivamente.

Crochemore et al. (2003a), estudando caracteristicas agromorfologicas
de Passiflora edulis, P. alata, P. coccinea, P. caerulea, P. foetida, P. gibertii, P.
macrocarpa, P. macrocarpa x P. alata, P. serrato digitata, P. suberosa e um
acesso de Passiflora spp., observaram ampla divergéncia genética entre as
espécies. Entretanto, apesar dos descritores utilizados mostrarem grande
variacdo dentro do grupo P. edulis, também relatada por Aukar et al. (2002),
limitada variabilidade foi encontrada dentro do grupo flavicarpa. Essa
observacéo foi também confirmada por Crochemore et al. (2003b).

Fajardo et al. (1998), utilizando marcadores RAPD, observaram uma
grande variacdo intra-especifica em P. ligularis e P. adenopoda, enquanto que
em P. edulis e P. maliformis houve pouca variabilidade.

Segundo Ganga et al. (2004), um dos fatores que podem explicar a
elevada diversidade existente na mesma espécie ¢ o fato da maioria das espécies

de maracuja serem alégamas, com presenca de um sistema genético de auto-
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incompatibilidade que favorece a polinizacdo cruzada e, consequentemente, o
fluxo génico entre geno6tipos distintos, inclusive entre espécies.

As distancias genéticas entre os 19 acessos de maracuja variaram entre
0,031 e 0,614 (Tabela 3), e os maiores valores observados referem-se a distancia
entre as espécies comerciais (P. edulis f. flavicarpa e P. alata) e os acessos de P.
nitida. Considerando apenas os acessos de P. nitida, as distancias genéticas
variaram entre 0,031 a 0,417, com uma média de 0,209. O acesso que mais

diferenciou dos demais foi 0 “Manaus 2” com uma distancia média de 0,388.
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TABELA 3. Matriz de distancias entre 19 acessos de maracujazeiro, baseada em 196 marcadores RAPD. UFLA, Lavras,

MG, 2006.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
1 -
2 0,047 -
3 0,080 0040 -
4 0,063 0,031 0,037 -
5 0,063 0,052 0,033 0,037 -
6 0,080 0,058 0,073 0,062 0,040 -
7 0,099 0,064 0,091 0,082 0,092 0,073 -
8§ 0,125 0,092 0,116 0,115 0,112 0,100 0,095 -
9 0,205 0,219 0,218 0,241 0,223 0,241 0,237 0,184 -
10 0,224 0,227 0,216 0,226 0,231 0,247 0,234 0,214 0,118 -
11 0,193 0,195 0,170 0,176 0,153 0,176 0,169 0,188 0,236 0,185 -
12 0,265 0,260 0,263 0,256 0,228 0,236 0,231 0,238 0,303 0,283 0,110 -
13 0,272 0,267 0,265 0,268 0,244 0,252 0,215 0,229 0,313 0,272 0,139 0,050 -
14 0,214 0,216 0,225 0,230 0,193 0,189 0,186 0,182 0,283 0,239 0,146 0,141 0,143 -
15 0,238 0,217 0,225 0,244 0,212 0,209 0,210 0,198 0,298 0,263 0,227 0,229 0,215 0,179 -
16 0,391 0,395 0,403 0,396 0,368 0,351 0,399 0,372 0,416 0,371 0,394 0,404 0,405 0,320 0,417 -
17 0,250 0,229 0,225 0,236 0,224 0,244 0,243 0,193 0,263 0,235 0,225 0,285 0,253 0,224 0,146 0,405 -
18 0,471 0,490 0,494 0,497 0,497 0,509 0,526 0,488 0,430 0,432 0,493 0,577 0,545 0,526 0,510 0,515 0,470 -
19 0,581 0,550 0,556 0,528 0,573 0,559 0,564 0,552 0,569 0,527 0,540 0,552 0,583 0,559 0,563 0,614 0,524 0,475

* O ntimero do acesso € 0 mesmo da Tabela 1.



A partir da andlise de agrupamento realizada com base nas distancias
genéticas, subdividiram-se o0s 19 acessos em, pelo menos, 7 grupos de
similaridade genética, sendo 5 grupos dentro da espécie Passiflora nitida (Figura
2). Observou-se que os agrupamentos dos acessos de P. nitida relacionaram-se
com a origem geografica dos mesmos. As distancias entre 0s acessos e a
distribuicdo dos mesmos nos grupos de similaridade podem ser também

observadas no gréfico de dispersdo (Figura 3).
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FIGURA 2. Analise de agrupamento de 19 acessos de maracujazeiro com base
na matriz de distancias genéticas calculadas utilizando-se 196
marcadores RAPD. O método do UPGMA foi utilizado como
critério de agrupamento. UFLA, Lavras, MG, 2006.
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FIGURA 3. Dispersdo grafica de 19 acessos de maracujazeiro com base na
matriz de distancias genéticas calculadas utilizando-se 196
marcadores RAPD. Os numeros correspondem aos acessos da
Tabela 1.

Os resultados ndo concordam com aqueles obtidos por Ganga et al.
(2004) que, estudando a diversidade genética de 18 acessos de P. edulis f.
flavicarpa por meio de marcadores fAFLP, ndo observaram estruturacdo
geogréfica em relagdo a similaridade entre acessos de mesmo estado ou regido,
exceto para dois acessos provenientes de Rondonia. Para estes acessos, 0s
autores ja esperavam a proximidade genética observada, tendo em vista que os
materiais foram coletados na mesma propriedade.

A auséncia de correlacdo entre grau de similaridade genética e
procedéncia de acessos também foi obtida por Salla et al. (2002), que estudaram
a variabilidade genética de 24 acessos de aceroleiras (Malpighia emarginata)
por RAPD. Yee et al. (1999), citados por Salla et al. (2002), analisando acessos

de Vigna angularis, também ndo observaram agrupamento de acessos de mesma
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procedéncia. Neste caso, 0s autores apontaram para a possibilidade de que a
origem dos acessos diferia do local de coleta.

Por outro lado, Crochemore et al. (2003a), estudando 34 acessos de P.
edulis f. flavicarpa, observaram possivel estruturagdo baseada em pequena
divergéncia genética, associada a mesma origem de regido geografica, no
subgrupo integrado pelos acessos 1A11, do Espirito Santo, 1A86, IA65, ambos
de Minas Gerais e BG18, de S&o Paulo.

Gaia et al. (2004), analisando a diversidade genética de 18 acessos de
pimenta-de-macaco (Piper aduncum L.) por meio de marcadores RAPD,
concluiram que os padrdes da diversidade acompanharam os padrdes de
distribuicdo geografica. O mesmo foi relatado por Sawazaki et al. (1998) em
palmeiras do género Euterpe.

No presente trabalho, o maior grupo foi formado por 8 acessos, todos
procedentes do Distrito Federal e Goias. Dentro deste grupo, pode-se verificar
maior similaridade entre os acessos P. nitida “S&o José” de vereda e P. nitida
“Jardim Boténico” de cerraddo (0,031) e entre P. nitida “Vale do Amanhecer”
de vereda e P. nitida “Silvania” de mata ciliar (0,033). Dentro deste grupo, o
material que mais se distanciou geneticamente foi P. nitida “Corumba” de mata
seca, que corresponde a um material originario de uma fitofisionomia mais seca.
Por outro lado, os acessos procedentes dos tipos fitofisiondmicos mais umidos,
como mata ciliar e vereda, aproximaram-se mais, do ponto de vista genético.

Também foram formados grupos envolvendo acessos de P. nitida
procedentes de Tocantins, Mato Grosso e Amazonas, com exce¢do de “Manaus
2”, que se distanciou muito dos acessos procedentes do Amazonas e dos demais.
Tal acesso apresentou distancia genética de até 0,416 em relagdo a outro acesso
da mesma espécie, P. nitida “Itiquira 1”. Considerando-se toda a base genética
do género Passiflora ja estudada (Bellon et al., 2005; Faleiro et al., 2004, 2005;

Paula et al., 2005) este valor é bastante elevado. Portanto, hé possibilidade de tal
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material ser um hibrido interespecifico de P. nitida com outra espécie
geneticamente compativel ou contituir-se em outra espécie de Passiflora. Assim,
trabalhos mais apurados envolvendo este acesso devem ser realizados levando
em consideracdo os aspectos morfoagronomicos e genéticos.

A importancia do estudo da variabilidade em Passiflora estda em
monitorar a hibridacdo interespecifica, visando a introgressdao de genes das
espécies silvestres para as cultivadas, além de definir quais as populagdes e
espécies que poderdo ser utilizadas em programas de melhoramento (Pio Viana
et al., 2003).

Segundo Ganga et al. (2004), a identificacdo de genitores com alta
divergéncia tem sido o objetivo de muitos trabalhos de melhoramento para que,
realizada a hibridagdo, ocorra uma segregacdo tal na progénie que aumente as
possibilidades de ocorréncia de genotipos superiores com constituicfes ajustadas
ao ambiente. No caso de espécies nativas, como P. nitida, a ocorréncia de
variabilidade genética entre acessos pode resultar em caracteristicas
agrondmicas divergentes e interessantes para hibridagdes interespecificas com
espécies de importancia comercial, como resisténcia a doencas. Entretanto, para
validar esta abordagem, deve-se aliar as informacdes obtidas por meio de
técnicas moleculares ao desempenho destes materiais em condicdes de cultivo,
orientando programas de melhoramento. Assim, a caracterizacdo morfo-
agrondmica de germoplasma torna-se necessaria, visando assegurar informacdes
sobre fontes de genes para utilizacdo futura que, além de prevenirem a perda

desses recursos, também sdo fundamentais para o sucesso da producgdo agricola.

4 CONCLUSOES

Existe elevada variabilidade genética entre acessos de Passiflora nitida

procedentes de diferentes estados. Dentro do mesmo estado, a variabilidade é
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menor, porém existente principalmente entre acessos procedentes de diferentes
tipos fitofisiondmicos.

A grande variabilidade genética intra-especifica de P. nitida permite
concluir que ndo se deve fazer generalizagdes sobre a espécie.

O acesso “Manaus 2” deve ser mais estudado, tendo em vista o0 grande

distanciamento genético em relacdo aos demais acessos de P. nitida.
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CAPITULO 4

ESTUDOS PRELIMINARES SOBRE A ORIGEM GENETICA DE
Passiflora nitida Kunth. “MANAUS 2” COM BASE EM MARCADORES
MOLECULARES

RESUMO

JUNQUEIRA, Keize Pereira. Estudos preliminares sobre a origem genética
de Passiflora nitida Kunth. “Manaus 2” com base em marcadores
moleculares. 2006. Cap. 4, 14 p. Dissertacdo (Mestrado em Fitotecnia) —
Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.”

O acesso Passiflora nitida “Manaus 2”, apesar de morfologicamente semelhante
aos outros acessos de P. nitida procedentes de Manaus, AM, possui grande
distanciamento genético em relagdo aos demais. Objetivando estudar a origem
genética deste acesso de maracuja-suspiro, marcadores moleculares RAPD
foram utilizados. Além de P. nitida “Manaus 2”, cinco espécies de
maracujazeiro de ocorréncia também no Amazonas, foram analisadas: P. nitida
“Manaus 1”7, P. alata “Alto Paraiso — GO” , P. laurifolia “Picos - PI”, P.
coccinea "Manaus” e P. glandulosa “lgarapé-Acu — PA”. O DNA gendmico de
cada espécie foi extraido e doze primers decameros (OPD-04, OPD-07, OPE-18,
OPE-20, OPF-17, OPF-20, OPG-05, OPG-09, OPG-17, OPH-04, OPH-12 e
OPH-19) foram utilizados para a obtencdo de marcadores moleculares RAPD.
Os marcadores obtidos foram convertidos em uma matriz de dados binarios, a
partir da qual foram estimadas as distancias genéticas entre as espécies e
realizadas analises de agrupamento. Analisando-se cada acesso em relacdo a P.
nitida “Manaus 2”, observou-se uma maior frequiéncia de bandas monomadrficas
em relacdo ao acesso P. nitida “Manaus 1” (68,54%). P. nitida “Manaus 2”
apresentou menores distancias genética com as espécies P. nitida “Manaus 1”
(0,472), P. alata (0,514) e P. laurifolia (0,549), apesar dos valores serem
considerados elevados. Desse modo, considerando-se a base genética ja estudada
do género, P. nitida “Manaus 2” pode ser um hibrido interespecifico natural ou

“ Comité Orientador: Dr. José Darlan Ramos — DAG/UFLA (Orientador), Dr.
Fabio Gelape Faleiro — Embrapa Cerrados (Co-orientador), Dr. Nilton
Tadeu Vilela Junqueira — Embrapa Cerrados.
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uma nova espécie. No entanto, ndo deve ser descartada a possibilidade desse
material constituir-se em um acesso de P. nitida, considerando a existéncia de
grande variabilidade genética intra-especifica.
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ABSTRACT

JUNQUEIRA, Keize Pereira. Preliminary studies on the genetic origin of
Passiflora nitida Kunth. '"Manaus 2" based on molecular markers. 2006.
Cap. 5, 14 p. Dissertation (Master in Crop Science) — Federal University of
Lavras, Lavras, Minas Gerais, Brazil.”

The access Passiflora nitida "Manaus 2", although morphologically similar to
accesses of P. nitida originated from Manaus-AM, possesses great genetic
distance towards the others. Objectifying a study of the genetic origin of this
access of sigh passion fruit, molecular markers RAPD have been used. Besides
P. nitida "Manaus 2", five species of passion fruit vine of occurrence in Amazon
have been also analyzed: P. nitida "Manaus 1", P. alata "Alto Paraiso - GO", P.
laurifolia "Picos - PI", P. coccinea "Manaus” and and P. glandulosa "lgarapé-
Acu - PA". The genomic DNA of each origin was extracted and amplified using
12 decamer primers (OPD-04, OPD-07, OPE-18, OPE-20, OPF-17, OPF-20,
OPG-05, OPG-09, OPG-17, OPH-04, OPH-12 e OPH-19) to obtain RAPD
molecular markers. These markers were transformed in binary matrix data to
estimate genetic distances among accessions and to perform cluster analysis.
Analyzing each access concerning P. nitida "Manaus 2", it has been observed a
bigger frequency of monomorphic bands in comparison to P. nitida access
"Manaus 1" (68,54%). P. nitida "Manaus 2" presented minor genetic distances
to species P. nitida "Manaus 1" (0,472), P. alata (0,514) and P. laurifolia
(0,549), despite the values are considered high. In this way, considering the
genetic base already studied of the gender, P. nitida "Manaus 2" can be a natural
interspecific hybrid or a new species. However, it can not be discarded the
possibility of this material consist in an access of P. nitida, considering the
existence of great intraspecific genetic variability.

“ Guidance Committee: Dr. José Darlan Ramos — DAG/UFLA (Advisor), Dr.
Fabio Gelape Faleiro — Embrapa Cerrados (Co-advisor), Dr. Nilton
Tadeu Vilela Junqueira — Embrapa Cerrados.

79



1 INTRODUCAO

Os varios acessos de Passiflora nitida Kunth. dispersos pelo Brasil
possuem caracteristicas fisicas, agronémicas e moleculares bastante peculiares.
Gonzélez (1996) e Oliveira & Ruggiero (2005) ja haviam relatado que, dentro
do género Passiflora, as espécies apresentam algumas diferengas fisioldgicas,
até mesmo entre plantas da mesma espécie, sendo que essas caracteristicas
podem sofrer influéncia das condi¢des climaticas do local de cultivo.

O estudo da variabilidade genética em acessos de Passiflora nitida,
apresentado no Capitulo 3, permitiu observar grande base genética na espécie e
forte tendéncia de agrupamento baseada na origem geografica dos acessos.
Entretanto, houve grande distanciamento genético do acesso P. nitida “Manaus
2”7, que apresentou distancias em relacdo aos outros acessos de P. nitida
variando de 0,351 a 0,416, enquanto 0s outros acessos de mesma origem
geografica apresentaram distancias de 0,146 a 0,285 em relagdo aos demais. Por
outro lado, considerando-se as distancias genéticas de P. nitida “Manaus 2”
relativas aos “outgroups” P. edulis e P. alata, estas foram 0,515 e 0,405,
respectivamente.

O acesso em questdo foi coletado em Manaus, AM, como P. nitida por
apresentar padrdo de folhas e habito de crescimento muito semelhantes a esta
espécie. Assim, apesar de, morfologicamente, ser parecido com o0s acessos de P.
nitida procedentes de Manaus, AM, chama a atencdo o grande distanciamento
genético deste material em relagcdo aos demais. Objetivou-se estudar a origem
genética do acesso P. nitida “Manaus 2” utilizando-se marcadores moleculares
RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA).
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2 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado no Laboratério de Genética e Biologia
Molecular da Embrapa Cerrados, em Planaltina, DF. Foi analisado o acesso P.
nitida “Manaus 2", estudando-se a similaridade genética apresentada em relacéo
a P. nitida “Manaus 1”, P. laurifolia, P. alata, P. coccinea e P. glandulosa
(Tabela 1), todos mantidos no banco de germoplasma da Embrapa Cerrados. As
referidas espécies foram escolhidas por possuirem relatos de ocorréncia no

estado do Amazonas.

TABELA 1. Espécies de maracujazeiro analisadas e respectivos acessos (locais
de coleta) e cdédigos do Banco de Germoplasma da Embrapa
Cerrados. UFLA, Lavras, MG, 2006.

N° Espécie Acesso UF Codigo

1 Passiflora nitida Kunth. "Manaus 2" AM CPAC MJ-01-16

(Distrito Agropecuério)

2 Passiflora nitida Kunth. ~ "Manaus 1" (Rio Urubu) AM CPAC MJ-01-15
3 Passiflora laurifolia L. “Picos” Pl CPAC MJ-03-01
4 Passiflora alata Curtis "Alto Paraiso” GO CPAC MJ-02-13
5 Passiflora coccinea Aubl. "Manaus" AM  CPAC MJ-08-03
6  Passiflora glandulosa Cav. "lgarapé-Agu" PA CPAC MJ-05-01

Folhas em estagio intermediario de maturacdo foram coletadas e 0 DNA
gendbmico extraido utilizando-se o método do CTAB, com algumas
modificacGes (Faleiro et al., 2003).

Amostras de DNA de cada material genético foram amplificadas para a
obtencdo de marcadores RAPD. As reacdes de amplificacdo foram feitas em um
volume total de 13 pL, contendo Tris-HCI 10 mM (pH 8,3), KCI 50 mM, MgCl,
3 mM, 100 uM de cada um dos desoxirribonucleotidios (dATP, dTTP, dGTP e
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dCTP), 0,4 uM de um primer (Operon Technologies Inc., Alameda, CA, EUA),
uma unidade da enzima Taq polimerase e, aproximadamente, 15 ng de DNA.
Foram utilizados 12 primers decadmeros: OPD (04 e 07), OPE (18 e 20), OPF
(17 e 20), OPG (05, 09, 17) e OPH (04, 12 e 19).

As amplificagdes foram efetuadas em termociclador programado para 40
ciclos, cada um constituido pela seguinte sequiéncia: 15 segundos a 94°C, 30
segundos a 35°C e 90 segundos a 72°C. Apds os 40 ciclos, foi feita uma etapa de
extensdo final de seis minutos a 72°C e, finalmente, a temperatura foi reduzida
para 4 °C. Apés a amplificacdo, foram adicionados, a cada amostra, 3 ul de uma
mistura de azul de bromofenol (0,25%) e glicerol (60%) em Aagua. Essas
amostras foram aplicadas em gel de agarose (1,2%), corado com brometo de
etidio, submerso em tampdo TBE (Tris-Borato 90 mM, EDTA 1 mM). A
separacdo eletroforética foi de, aproximadamente, quatro horas, a 90 volts. Ao
término da corrida, os géis foram fotografados sob luz ultravioleta.

Os marcadores RAPD gerados foram convertidos em uma matriz de
dados binérios, a partir da qual foram estimadas as distancias genéticas entre os
diferentes acessos, com base no complemento do coeficiente de similaridade de
Nei & Li (1979), utilizando-se o Programa Genes (Cruz, 1997). A matriz de
distancias genéticas foi utilizada para realizar analises de agrupamento por meio
de dendrograma, utilizando-se o método do UPGMA (Unweighted pair-group
arithmetic average) como critério de agrupamento, com auxilio do Programa
Statistica (Statsoft, 1999).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
Os 12 primers decameros geraram um total de 191 marcadores RAPD,

perfazendo a média de 15,92 marcadores por primer. Houve grande nimero de

bandas polimoérficas (98,95%), o que ja era esperado, devido a grande
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diversidade do género Passiflora (Tabela 2). Esse fato ja foi relatado por
diversos autores, incluindo Ferreira & Oliveira (1991), Ganga et al. (2004),
Paula et al. (2005) e Pio Viana et al. (2003).

TABELA 2. Primers utilizados para a obtencdo dos marcadores RAPD e
respectivos nimeros de bandas polimorficas e monomorficas.
UFLA, Lavras, MG, 2006.

. en e r s N° de bandas N° de bandas
Primer Seqiiéncia 5'—3

polimoérficas monomorficas
OPD-04 TCTGGTGAGG 14 0
OPD-07 TTGGCACGGG 13 0
OPE-18 GGACTGCAGA 11 0
OPE-20 AACGGTGACC 9 0
OPF-17 AACCCGGGAA 16 0
OPF-20 GGTCTAGAGG 17 0
OPG-05 CTGAGACGGA 26 0
OPG-09 CTGACGTCAC 19 0
OPG-17 ACGACCGACA 12 0
OPH-04 GGAAGTCGCC 19 1
OPH-12 ACGCGCATGT 18 1
OPH-19 CTGACCAGCC 15 0
TOTAL 189 2

O padrdo de amplificacdo de amostras de DNA, gerado pelos primers
OPF-20, OPG-05, OPG-09 e OPH-04, esta ilustrado na Figura 1.
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FIGURA 1. Produto de amplificagdo de amostras de DNA genémico de 6
acessos de maracujazeiro obtidos com o uso dos primers decAmeros
OPF-20 (A), OPG-05 (B), OPG-09 (C) e OPH-04 (D). Os numeros
correspondem aos acessos da Tabela 1. UFLA, Lavras, MG, 2006.
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Analisando-se cada acesso em relacdo a P. nitida “Manaus 2”, observa-
se uma maior freqliéncia de bandas monomorficas em relacdo ao acesso P.
nitida “Manaus 1” (68,54%), conforme exposto na Tabela 3. Esse resultado
confirma a proximidade genética, embora ndo muito expressiva, entre o0s dois
materiais, fato este que, aliado as similaridades morfoldgicas, justifica 0 material

em questdo ter sido coletado como P. nitida.

TABELA 3. Frequéncia de bandas monomorficas e polimoérficas de 5 espécies
de Passiflora em relacdo a P. nitida “Manaus 2”. UFLA, Lavras,

MG, 2006.
. . N° de bandas N° de bandas % de bandas
Espécie s, . .
polimorficas monomoérficas  monomorficas
P. nitida “Manaus 1” 28 61 68,54%
P. laurifolia 38 72 65,46%
P. alata 35 65 65,00%
P. coccinea 52 43 45,26%
P. glandulosa 34 40 54,05%

As distancias genéticas entre 0os 6 acessos de maracuja variaram entre
0,472 e 0,744 (Tabela 4), correspondendo, respectivamente, as distancias entre
P. nitida “Manaus 1” e P. nitida “Manaus 2” e entre P. nitida “Manaus 2” e P.
glandulosa. Considerando-se a analise de agrupamento realizada com base nas
distancias genéticas, pode-se subdividir os 6 acessos em, pelo menos, 2 grupos
de similaridade genética a uma distancia genética relativa de 0,6 (Figura 2). No
primeiro grupo, encontram-se P. nitida “Manaus 1”, P. nitida “Manaus 2”, P.

laurifolia e P. alata. As espécies P. coccinea e P. glandulosa formaram o outro

grupo.
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TABELA 4. Matriz de distancias entre 6 acessos de maracujazeiro, baseada em
191 marcadores RAPD. UFLA, Lavras, MG, 2006.

1 2 3 4 5 6

1- Passiflora nitida “Manaus 1” -

2- Passiflora nitida “Manaus 2” 0,472 -

3- Passiflora laurifolia 0,517 0,549 -
4- Passiflora alata 0,613 0,514 0,551 -
5- Passiflora coccinea 0,674 0,767 0,632 0,684 -
6- Passiflora glandulosa 0,744 0,741 0,667 0,647 0,581 -
P.mitida Al A1
P.ritida Al 2
P laurfolia
P. alata

F. cocoined

F.glardulosa

0.0 0.z 0.4 0.6 0.3 1.0

Distincia Genética

FIGURA 2. Andlise de agrupamento de 6 acessos de maracujazeiro com base na
matriz de distdncias genéticas calculadas utilizando-se 191
marcadores RAPD. O método do UPGMA foi utilizado como
critério de agrupamento. UFLA, Lavras, MG, 2006.
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Em trabalho semelhante, Pio Viana et al. (2003) avaliaram a diversidade
genética entre acessos de espécies do género Passiflora via RAPD e observaram
que h& grande variabilidade genética entre as espécies P. foetida, P. alata, P.
gibertii, P. suberosa, P. cincinnata, P. maliformis e P. edulis. f. edulis, tendo as
espécies P. edulis f. flavicarpa e P. gibertii sido as mais distantes entre as
espécies estudadas. P. cincinnata e P. edulis f. edulis formaram um mesmo
grupo, sugerindo que elas compartilham uma similaridade genética. O mesmo
foi observado entre as espécies P. foetida e P. suberosa.

Paula et al. (2005), estudando a diversidade genética entre as espécies P.
alata, P. serrato-digitata, P. coccinea, P. coccinea x P. setacea, P. setacea, P.
nitida, P. amethystina, P. caerulea, P. odontophyla, P. gibertii e algumas
selecbes de P. edulis, observaram uma ampla diversidade genética, com
distancias genéticas variando de 0,043 a 0,798.

Considerando apenas as distancias genéticas em relacdo a P. nitida
“Manaus 2”, os menores valores foram observados com P. nitida “Manaus 1”
(0,472), P. alata (0,514) e P. laurifolia (0,549). Tendo em vista toda a base
genética ja estudada do género Passiflora, os valores em relacdo a P. nitida
“Manaus 1” encontram-se muito altos para acessos de mesma espécie. Assim, no
presente estudo, apesar do menor valor de distancia genética encontrado ser
entre P. nitida “Manaus 2” e P. nitida “Manaus 1”, a classificacdo taxonémica
inicial deste primeiro acesso como pertencente a espécie Passiflora nitida
Kunth. pode ndo estar correta.

Entretanto, alguns autores tém encontrado distancias genéticas intra-
especificas semelhantes aquela observada entre P. nitida “Manaus 1” e P. nitida
“Manaus 2”7, especialmente quando se comparam acessos comerciais e
silvestres. Paula et al. (2005) observaram distancia genética de 0,200 entre

diferentes cultivares de P. edulis f. flavicarpa. No entanto, ao incluir neste
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conjunto um acesso nativo do grupo P. edulis f. edulis, a maior distancia
genética passou a ser 0,489. Faleiro et al. (2005), estudando acessos comerciais e
um acesso nativo de P. edulis f. flavicarpa, também verificaram altas distancias
genéticas entre 0 acesso nativo e 0s comerciais “Gigante Amarelo” e “EC-3-07,
com valores de 0,473 e 0,474, respectivamente. Nesse aspecto, P. nitida
“Manaus 2” poderia constituir um acesso de P. nitida mais distante
geneticamente.

Por outro lado, no Capitulo 3, desconsiderando-se o acesso P. nitida
“Manaus 2”, a distancia genética maxima observada nos acessos de P. nitida foi
de 0,313, encontrada entre o0s acessos P. nitida “Itiquira 1” e P. nitida
“Natividade” (Comunidade do Brejdo). Bellon et al. (2005) estudaram acessos
comerciais e silvestres de P. alata, e obtiveram distancias genéticas entre os
acessos de até 0,324, valor observado entre P. alata “Mato Grosso do Sul” e
“Brinco”.

Um fato que também deve ser considerado é a possibilidade de P. nitida
“Manaus 2” ser produto de hibridacdo interespecifica envolvendo P. nitida
“Manaus 1” e outra espécie de mesma ocorréncia geografica. Nesta hipotese e
considerando as espécies estudadas no presente trabalho, haveria chance do
outro genitor ser P. alata ou P. laurifolia, levando-se em consideracdo as
distancias genéticas e o agrupamento no dendrograma. Entretanto, estas sdo
apenas suposi¢des, tendo em vista que, para a confirmacdo da fecundacéo
cruzada, seria imprescindivel conhecer cada provavel individuo progenitor.
Deve-se considerar também que, por indisponibilidade de material no Banco de
Germoplasma da Embrapa Cerrados, alguns acessos utilizados na presente
pesquisa ndo sdo procedentes do estado do Amazonas e, segundo os dados do
Capitulo 3, ha grande variabilidade intra-especifica entre acessos de diferentes
regibes geograficas. Assim, supondo ser P. nitida “Manaus 2” um hibrido

natural, estudos mais apurados devem ser realizados.
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Rejeitando-se as hipdteses anteriores, P. nitida “Manaus 2” pode
constituir-se em uma nova espécie. Para tanto, estudos mais aprofundados de

taxonomia devem ser conduzidos.

4 CONCLUSOES

O acesso Passiflora nitida “Manaus 2” apresenta maior similaridade
genética com as espécies Passiflora nitida “Manaus 1”, P. laurifolia e P. alata.
Entretanto, em virtude dos elevados valores de distAncia genética e
considerando-se a base genética ja estudada do género, P. nitida “Manaus 2”
pode tratar-se de um acesso resultante de hibridacéo interespecifica natural ou
pode ser uma nova espécie. No entanto, ndo deve ser descartada a possibilidade
desse material constituir um acesso de P. nitida, considerando a existéncia de

grande variabilidade genética intra-especifica.
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CAPITULO 5

OBTENCAO DE HIBRIDO INTERESPECIFICO DE Passiflora laurifolia
L. e Passiflora nitida Kunth.

RESUMO

JUNQUEIRA, Keize Pereira. Obten¢do de hibrido interespecifico de
Passiflora laurifolia L. e Passiflora nitida Kunth. 2006. Cap. 5, 12 p.
Dissertacdo (Mestrado em Fitotecnia) — Universidade Federal de Lavras, Lavras,
MG.”

A hibridacéo interespecifica no género Passiflora é interessante quando se quer
melhorar alguma caracteristica das espécies genitoras ou na geracdo de hibridos
ornamentais. No caso de Passiflora nitida Kunth., a grande espessura de casca é
uma forte limitacdo a sua inser¢do no mercado de frutas in natura. P. laurifolia
L., por outro lado, possui casca pouco espessa e algumas similaridades botanicas
e taxonémicas com P. nitida. Neste trabalho, objetivou-se obter um hibrido
interespecifico de Passiflora laurifolia e P. nitida e confirmar a fecundagdo
cruzada utilizando-se marcadores RAPD. Realizou-se a fecundacgdo cruzada
utilizando-se P. nitida como genitor masculino. Apos a obtencdo das plantas do
suposto hibrido, 0 DNA genémico de cada acesso foi extraido e 12 primers
decameros foram utilizados para a obtencdo de marcadores moleculares RAPD
para o suposto hibrido e seus genitores, todos devidamente registrados no BAG
da Embrapa Cerrados. Os marcadores moleculares gerados pelos diferentes
primers foram analisados quanto a presenca ou ndo de bandas informativas para
a confirmacdo da fecundacdo cruzada. Foi confirmado o cruzamento entre P.
laurifolia e P. nitida, constatando-se que as mesmas ndo sdo isoladas
reprodutivamente. Assim, é possivel a utilizacdo das mesmas em programas de
melhoramento, visando a reducédo da espessura de casca de P. nitida, aumento da
resisténcia a doencas e a geracdo de hibridos ornamentais. Estudos agrondmicos,
entretanto, sdo indispensaveis. A obtengdo de um hibrido interespecifico entre P.
nitida e P. laurifolia também abre perspectivas para outros estudos acerca de
evolucdo genética em P. nitida, envolvendo as questdes taxondmicas. Os

“ Comité Orientador: Dr. José Darlan Ramos — DAG/UFLA (Orientador), Dr.
Fabio Gelape Faleiro — Embrapa Cerrados (Co-orientador), Dr. Nilton
Tadeu Vilela Junqueira — Embrapa Cerrados.
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marcadores RAPD mostraram-se excelentes ferramentas para verificar a
ocorréncia ou nao da fecundacéao cruzada entre P. laurifolia e P. nitida.
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ABSTRACT

JUNQUEIRA, Keize Pereira. Acquisition of interspecific hybrid of Passiflora
laurifolia L. and Passiflora nitida Kunth. 2006. Cap. 5, 12 p. Dissertation
(Master in Crop Science) — Federal University of Lavras, Lavras, Minas Gerais,
Brazil.”

Interspecific hybridization in the gender Passiflora is interesting when it is
aimed to improve some characteristic of the genitor species or in the generation
of ornamental hybrids. In the case of Passiflora nitida Kunth., the great rind
thickness is a strong limitation to its insertion in the market of in natura fruits.
P. Laurifolia L., on the other hand, little possesses thick rind and some botanical
and taxonomical similarities with P. nitida. In this work, it was objectified to get
an interspecfic hybrid of Passiflora laurifolia and P. nitida, and to confirm the
crossed fecundation using RAPD markers. The crossed fecundation was
fullfilled using P. nitida as masculine genitor. After the acquisition of the
supposed hybrid plants, the genomic DNA of each origin was extracted and
amplified using 12 decamer primers to obtain RAPD molecular markers for the
supposed hybrid and its genitors, all duly registered in the BAG of Embrapa
Cerrados. The molecular markers generated by different primers have been
analyzed concerning the presence or not of informative bands for the crossed
fecundation’s confirmation. The crossing between P. laurifolia and P. nitida
was confirmed, evidencing that there isn’t reproductive isolation between these
species. Thus, it is possible to use them in improvement programs aiming at the
reduction of rind thickness of P. nitida, increase of resistance to diseases and
generation of ornamental hybrids. Agronomics studies, however, are
indispensable. The acquisition of an interspecific hybrid between P. nitida and
P. laurifolia also opens perspectives for other studies concerning genetic
evolution in P. nitida, involving taxonomical questions. RAPD markers have
revealed themselves as excellent tools to verify the occurrence or not of the
crossed fecundation between P. laurifolia and P. nitida.

“ Guidance Committee: Dr. José Darlan Ramos — DAG/UFLA (Advisor), Dr.
Fabio Gelape Faleiro — Embrapa Cerrados (Co-advisor), Dr. Nilton
Tadeu Vilela Junqueira — Embrapa Cerrados.
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1 INTRODUCAO

As espécies de maracuja pertencem a familia Passifloraceae, que é
composta de 12 géneros. Grande parte das espécies, cerca de 400, pertence ao
género Passiflora. No Brasil, ocorrem, aproximadamente, 130 espécies desta
familia e o pais pode ser considerado um dos seus centros de diversidade
(Bernacci et al., 2005).

Entre as varias espécies de passifloras silvestres do Brasil, algumas tém
caracteristicas interessantes que podem ser introduzidas no maracujazeiro
comercial. Varios autores (Fischer, 2003; Meletti & Bruckner, 2001; Menezes et
al., 1994; Oliveira et al., 1994) relataram a resisténcia de P. nitida, P. caerulea,
P. laurifolia, alguns acessos de P. suberosa, P. alata, P. coccinea, P. gibertii e
P. setacea a morte prematura e a outras doencas causadas por patdgenos do solo.

Segundo Junqueira et al. (2005), além da resisténcia a doengas e
algumas pragas, ha algumas espécies autocompativeis e outras que apresentam
caracteristicas morfologicas e aspectos fenoldgicos relacionados ao
florescimento bastante peculiares. Estes autores relatam a possibilidade de se
obter hibridos férteis e promissores para 0 melhoramento, utilizando-se espécies
silvestres de passifloras como genitores.

As hibridacbes podem ser utilizadas também quando se deseja melhorar
caracteristicas fisicas, quimicas ou sensoriais de alguma espécie de interesse
para a incorpora¢do ao mercado consumidor, seja em funcdo de seu potencial
como fruta exdtica ou devido as suas propriedades medicinais. E também uma
forma de conservacdo de germoplasma, tendo em vista que algumas espécies
silvestres sdo de dificil manutencéo em Bancos de Germoplasma, ao contrario de
seus hibridos.

Os hibridos interespecificos podem também ter finalidade ornamental.

No Brasil, apesar da grande diversidade genética existente, este potencial das
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passifloraceas ndo é muito explorado, diferentemente de outros paises do
hemisfério-norte, onde j& se produziram e registraram mais de 400 hibridos para
fins ornamentais (Peixoto, 2005).

A espécie Passiflora nitida, além de ser rustica e resistente a diversas
doencas, possui grande potencial para a exploracdo no mercado de frutas in
natura. Neste aspecto, a grande espessura de casca é fator limitante, abrindo
perspectivas para a utilizacdo da hibridag&o interespecifica controlada, visando a
melhoria deste carater. A insercdo de P. laurifolia neste programa é uma
alternativa interessante, tendo em vista que esta espécie possui casca fina e
pertence a0 mesmo subgénero (Passiflora) e mesma série de P. nitida
(Laurifoliae), aumentando as chances de sucesso do cruzamento.

Os estudos de hibridacdes interespecificas em P. nitida também se
justificam pelo fato de permitirem o conhecimento de alguns processos
evolutivos que incluem hibridacfes interespecificas naturais, como discutido no
Capitulo 4, fato que pode estar gerando altas variabilidades genéticas entre
acessos de diversas espécies de Passiflora, jA& que o fendmeno da auto-
incompatibilidade condiciona a polinizagdo cruzada.

Para confirmar a polinizacdo cruzada, marcadores moleculares tém sido
utilizados (Faleiro et al., 2003b). Segundo estes autores, os marcadores RAPD
podem ser utilizados para a confirmacdo de fecundacdo cruzada envolvendo
cruzamentos inter e intra-especificos, uma vez que a metodologia é confiavel,
por se tratar de andlise do DNA, e rapida, pois permite a confirmacdo da
hibridacdo em estagios iniciais de desenvolvimento dos supostos hibridos.

Objetivou-se obter um hibrido interespecifico de Passiflora laurifolia e

P. nitida e confirmar a fecundacéo cruzada, utilizando-se marcadores RAPD.
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2 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado no Banco de Germoplasma e no Laboratério de
Genética e Biologia Molecular da Embrapa Cerrados, em Planaltina, DF.

Os cruzamentos entre Passiflora laurifolia L. (genitor feminino) e P.
nitida Kunth. (genitor masculino) foram realizados em janeiro de 2005.
Utilizaram-se acessos de P. laurifolia (CPAC MJ-03-02) e P. nitida (CPAC MJ-
01-01) procedentes do Distrito Federal e mantidos no Banco de Germoplasma da
Embrapa Cerrados. Os botGes florais dos genitores foram protegidos, sendo que
aqueles pertencentes ao genitor feminino foram emasculados antes da antese.
Apo6s a hibridagdo artificial, as flores foram protegidas novamente até o
desenvolvimento completo do fruto. Ap6s o amadurecimento, os frutos foram
coletados e as sementes semeadas em bandejas de poliestireno de 72 células
contendo substrato Plantmax®. As mudas foram mantidas em casa de vegetacao.

Folhas em estagio intermediario de maturagdo foram coletadas e 0 DNA
gendmico extraido utilizando o método do CTAB com algumas modificacdes
(Faleiro et al., 2003a).

Amostras de DNA de cada material genético foram amplificadas para a
obtencdo de marcadores RAPD. As reacdes de amplificacdo foram feitas em um
volume total de 13 pL, contendo Tris-HCI 10 mM (pH 8,3), KCI 50 mM, MgClI2
3 mM, 100 uM de cada um dos desoxiribonucleotidios (dATP, dTTP, dGTP ¢
dCTP), 0,4 uM de um primer (Operon Technologies Inc., Alameda, CA, EUA),
uma unidade da enzima Taq polimerase e, aproximadamente, 15 ng de DNA.
Foram utilizados 12 primers decameros: OPD (02 e 04), OPE (04 e 18), OPF
(08 e 14), OPG (05 e 09) e OPH (04, 12, 13 e 17).

As amplificagdes foram efetuadas em termociclador programado para 40
ciclos, cada um constituido pela seguinte sequéncia: 15 segundos a 94°C, 30

segundos a 35°C e 90 segundos a 72°C. Ap6s os 40 ciclos, foi feita uma etapa de
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extensdo final de seis minutos a 72°C e, finalmente, a temperatura foi reduzida
para 4°C. Apos a amplificacdo, foram adicionados, a cada amostra, 3 pl de uma
mistura de azul de bromofenol (0,25%) e glicerol (60%) em &gua. Essas
amostras foram aplicadas em gel de agarose (1,2%), corado com brometo de
etidio, submerso em tampdo TBE (Tris-Borato 90 mM, EDTA 1 mM). A
separacao eletroforética foi de, aproximadamente, quatro horas, a 90 volts. Ao
término da corrida, os géis foram fotografados sob luz ultravioleta.

Os marcadores RAPD gerados para o possivel hibrido e os provaveis
genitores foram analisados quanto a presenca ou ndo de bandas informativas
para a confirmacdo da fecundacdo cruzada. Segundo Faleiro et al. (2003a),
bandas informativas sdo alelos presentes no genitor masculino e ausentes no
feminino, cuja presenca nas plantas supostamente hibridas confirmam a
fecundacdo cruzada. Foram consideradas bandas informativas somente aquelas

com alta nitidez e reproducibilidade.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os marcadores RAPD mostraram-se excelentes ferramentas para
verificar a ocorréncia ou ndo de fecundacdo cruzada entre as espécies de
Passiflora em estudo. Faleiro et al. (2003b) ja haviam relatado sucesso na
utilizacdo destes marcadores para a confirmacdo de hibridacdo interespecifica
entre Theobroma cacao e T. grandiflorum. Segundo os autores, 0 uso de um ou
dois primers ou combinacdes de primers com, pelo menos, uma banda
informativa é suficiente para confirmar ou ndo a ocorréncia da fecundagéo
cruzada. Segundo Borém (1997), cada banda informativa funciona como um
gene marcador comumente utilizado pelos melhoristas.

A Figura 1 ilustra o padrdo de amplificacdo do DNA e as bandas

informativas, confirmando a ocorréncia da hibridac&o.
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FIGURA 1: Produto de amplificacdo de amostras de DNA gendmico de um
hibrido interespecifico de maracujazeiro e seus genitores, obtido
com 0 uso dos primers decameros OPF-08 (a) e OPF-14 (b). As
setas indicam bandas informativas utilizadas para a confirmagéo
da fecundacéo cruzada. UFLA, Lavras, MG, 2006.

Pereira (1998) destaca Passiflora nitida Kunth. como uma espécie de
potencial para estudos de hibridacdo com outras espécies de maior interesse.
Fischer (2003), Menezes et al. (1994) e Roncatto et al. (2004) j& haviam relatado
P. nitida como uma espécie de grande potencial para uso em programas de
melhoramento envolvendo hibridacdo interespecifica. P. laurifolia, assim como
P. nitida, tem sido citada como resistente a morte prematura e a outras doengas
de solo (Fischer, 2003).

Considerando outro aspecto, P. nitida é uma espécie de grande potencial
para insercdo no mercado de frutos in natura, tendo em vista que pertence ao
grupo dos maracujas-doces e possui boa aceitabilidade (Oliveira & Ruggiero,
2005). Entretanto, esta espécie apresenta grande espessura de casca, 0 que é
considerado uma caracteristica indesejavel para o comércio. A hibridacdo com
P. laurifolia é interessante, pois esta espécie possui casca fina, possibilitando a

transferéncia desta caracteristica ao hibrido.
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Souza & Meletti (1997) relataram o potencial ornamental de P. laurifolia
e P. nitida, sendo este Gltimo também denominado maracuja-de-cheiro em
virtude do aroma de suas flores. A hibridacdo interespecifica pode também
contribuir para a melhoria das caracteristicas ornamentais dos genitores.

E importante, entretanto, que o hibrido seja avaliado em campo em
relacdo a suas caracteristicas morfo-agronémicas, relacionadas, principalmente,
as caracteristicas fisico-quimicas, produtividade e resisténcia a doencas.

Em relacdo aos pressupostos acerca da evolucdo genética da espécie P.
nitida, a confirmacdo da hibridacdo controlada com P. laurifolia levanta um
guestionamento a respeito do surgimento de novas “espécies” de Passiflora. Em
funcdo da simplicidade do processo de hibridacdo nos maracujas, da mesma
forma que se obtém hibridos controlados, € possivel que hibridagdes
interespecificas possam estar ocorrendo de forma natural nos ambientes de
origem destas espécies. Esta suposicdo possui maior embasamento se for
considerada sua associagdo a grande variabilidade genética constatada na
espécie P. nitida, no Capitulo 3. A hipétese de que Passiflora nitida “Manaus 2”
possa ser um hibrido interespecifico natural, discutida no Capitulo 4, pode estar
alcancando maior sustentabilidade. Assim, pesquisas mais abrangentes
envolvendo questBes taxondmicas e estudos de similaridade genética inter e
intra-especifica sdo fundamentais para a melhor compreensdo dos mecanismos

evolutivos do género Passiflora.
4 CONCLUSOES
O hibrido interespecifico de P. laurifolia e P. nitida foi obtido com

sucesso, sendo confirmado o cruzamento com base em marcadores moleculares
do DNA.
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Estas espécies ndo sdo isoladas reprodutivamente, sendo possivel a
utilizacdo das mesmas em programas de melhoramento visando a melhoria das
caracteristicas dos frutos, incremento na resisténcia a doencas e obtencdo de
hibridos ornamentais.

Os marcadores RAPD mostraram-se excelentes ferramentas para
verificar a ocorréncia ou ndo da fecundagdo cruzada entre as espécies em
questao.

A obtencdo de um hibrido interespecifico entre P. nitida e P. laurifolia
abre perspectivas para outros estudos acerca de evolugdo genética em P. nitida,

envolvendo as questBes taxondmicas.
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