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RESUMO

Silveira; Greiciele Farias da; M. Sc.; Universidade do Estado de Mato Grosso;
Feveiro de 2015. Diversidade genética e aspectos reprodutivos de Passiflora
cristalina Vanderp. & Zappi uma espécie nativa da Amazbnia matogrossense.
Orientadora: Ana Aparecida Bandini Rossi. Conselheiras: Maurecilne Lemes da Silva
Carvalho e Telma Nair Santana Pereira.

Passiflora cristalina é uma espécie nativa da Amazénia com ocorréncia natural no
municipio de Alta Floresta — MT. Apresenta potencial ornamental, pode ser fonte de
propriedades farmacolégicas, genes de resisténcia para algumas espécies
cultivadas, além de propriedades nutricionais para o consumo in natura. Entretanto,
as modificacfes causadas pela acdo antropica tém promovido a extingdo de muitas
espécies. Diante disto, estudos que visem o resgate, a descricdo e a avaliacdo das
espécies sao necessarios, pois auxiliardo na elaboracdo de estratégias de uso
sustentavel destes recursos. O presente trabalho objetivou analisar a diversidade
genética e aspectos reprodutivos em individuos de P. cristalina com ocorréncia em
populacdes naturais no municipio de Alta Floresta, MT. Para estimar a diversidade
genética, foram amostrados 50 individuos, sendo 25 localizados em cada populacao
(EPA e ECE), dos quais foram coletadas folhas para extragdo de DNA genémico. As
amplificacbes foram realizadas via PCR com o emprego de 8 primers SSR. Foi
avaliada também a divergéncia genética em 15 gendtipos por meio de 30
caracteristicas morfologicas, sendo 21 de flores e 9 de frutos. As caracteristicas
foram mensuradas em 150 frutos e 150 flores. Os aspectos reprodutivos foram
avaliados por meio da viabilidade polinica com base em testes colorimétricos
(solucao tripla de Alexander, lugol e carmim acético), através da receptividade
estigmatica com auxilio do peroxido de hidrogénio e com base em observacdes no
desenvolvimento floral. Estes aspectos foram avaliados do inicio da antese até a
senescéncia floral (01h — 13h). O numero de alelos por loco SSR apresentou uma
média de 5,62 e um total de 45 alelos para os 8 locos avaliados. Os resultados da
Andlise Descritiva por UPGMA e PCoA bem como a Anélise de Variancia Molecular,
indicaram que ha uma grande diversidade genética nas populacdes naturais de P.
cristalina. A maior parte da variabilidade genética foi intrapopulacional (65%). O
dendrograma gerado pelo método UPGMA e os dados rodados através do
“Structure” possibilitou a formacdo de dois grupos distintos. Os resultados das
analises baseadas nas caracteristicas morfologicas de frutos e flores também
revelaram que ha uma grande divergéncia genética entre 0os gendtipos analisados.
As caracteristicas que mais contribuiram para a discriminag¢do dos genotipos foram o
peso fresco do fruto, o comprimento do estigma, o comprimento dos filamentos da
corona, a largura do fruto, a largura da pétala e o peso da polpa. Sendo, portanto, os
caracteres mais responsivos para a selecdo de genotipos de P. cristalina. As
menores contribuicdes para a diversidade foram obtidas dos caracteres: largura da
antera, largura da bractea e comprimento do fruto. Quanto aos aspectos
reprodutivos, foi observado que P. cristalina inicia a abertura floral por volta da 01h
da manhd e o processo de senescéncia por volta das 13h do mesmo dia tendo,
portanto, uma antese com duracdo aproximada de 12h. A espécie possui flores
hermafroditas, porém com comportamento masculino e feminino baseado na
movimentacdo e posicionamento dos estiletes. A viabilidade polinica permaneceu
alta, independente do horario de coleta e do corante utilizado, com um porcentual
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superior a 92%, exceto para o horario das 13h, onde foi observada uma queda na
porcentagem de viabilidade polinica. Os estigmas de P. cristalina permaneceram
receptivos desde a antese até a senescéncia floral, com percentual médio acima de
71%; entretanto, as 13h observou uma queda da receptividade. Recomenda-se que
as polinizacbes manuais na espécie sejam realizadas entre as 04h e 10h. Com base
nos resultados obtidos neste estudo, verifica-se que as populacdes naturais de P.
cristalina sdo importantes para subsidiar agfes futuras de programas de
melhoramento e de conservacao, e uso destes recursos genéticos.

Palavras chave: Maracuja Silvestre, Recursos vegetais, Conservacao.



ABSTRACT

Silveira; M.S.; University of Mato Grosso state; february 2015. Passiflora cristalina
Vanderp. & Zappi Genetic diversity and reproductive aspects, native species from
Mato Grosso Amazon. Adviser: Ana Aparecida Bandini Rossi. Counselors:
Maurecilne Lemes da Silva Carvalho and Telma Nair Santana Pereira.

Passiflora cristalina is a native species from the Amazon with a natural occurrence in
Alta Floresta municipal district — MT. Its ornamental potential can be a source of
pharmacological properties, resistance genes for some cultivated species and
nutritional properties in natura consumption. However, the changes caused by
anthropic have caused the extinction of many species. Before, it studies that aim the
species rescuing, description and evaluation are needed as an aid in developing
strategies for sustainable use of these resources. This study aimed to analyze the
genetic diversity and reproductive aspects in Passiflora cristalina individuals
occurring in natural populations in Alta Floresta municipal district - MT. To estimate
the genetic diversity, 50 individuals were sampled, 25 from each population (EPA
and ECE), whose leaves were collected for genomic DNA extraction. The
amplifications were performed by PCR with the use of 8 SSR primers. Was also
assessed the genetic diversity in 15 genotypes by 30 morphological characteristics,
being 21 flowers and 9 fruits. The measured characteristics were 150 fruits and 150
flowers. The reproductive aspects were evaluated by the pollen viability based on
colorimetric tests (Alexander triple solution, lugol and acetic carmine); through the
stigmatic receptivity with the hydrogen peroxide aid and based in floral development
observations. These aspects were evaluated in the beginning of the anthesis up to
the floral senescence (01h — 13h). The number of alleles per SSR locus had an
average of 5,62, and a total of 45 alleles for the 8 evaluated loci. The descriptive
analysis results by the UPGMA and the PCoA as well as the Molecular variance
analysis indicated a high genetic diversity in natural Passiflora cristalina populations.
Most of the genetic variability was intrapopulational (65%). The dendrogram
generated by the UPGMA method and the data run through the structure made
formation of two distinct groups possible. The analyzes results based on
morphological fruits and flowers characteristics also revealed that there is a large
genetic divergence among the analyzed genotypes. The characteristics that most
contributed to the genotypes discrimination were the fresh fruit weight, the stigma
length,the corona filaments length, the fruit width, the petal width and the pulp weight.
Therefore, those were characters that most contributed to the selection of Passiflora
cristalina genotypes. The smaller contributions to the diversity were obtained from
the anther width, the bract width and the fruit length characters. As for the
reproductive aspects, it was observed that the Passiflora cristalina starts the floral
opening at around 01h and the senescence process at around 13h on the same day,
one anthesis lasts about 12h. The species has hermaphrodite flower when one male
and female behavior based on the movement and positioning of stilettos. The pollen
viability remained high regardless the time collection and the dye used, with a
percentage higher than 92%, except for the 1:00pm one, where a decrease in the
percentage of pollen viability was observed. The Passiflora cristalina stigmas
remained receptive from the anthesis to the floral senescence, with an average
percentage above 71%; however, at 01h a decrease in receptivity was observed. It is
recommended that in this species the manual pollinations should be performed
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between 04h and 10h. Based on the results obtained in this study, it is verified that
the Passiflora cristalina natural populations are important to support breeding,
conservation and use of these genetic resources in future program actions.

Keywords: Wild passion fruit, Plant resources, Conservation.
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1. INTRODUCAO GERAL

A familia Passifloraceae é constituida por 20 géneros e cerca de 600 espécies
com ampla distribuicdo em regides tropicais a temperadas, dos quais, quatro
apresentam ocorréncia no Brasil: Passiflora L., Dilkea Mast. e Mitostemma Mast. e
Ancistrothyrsus Harms (Cervi, 2005; Souza e Lorenzi, 2008). O Brasil é considerado
centro de origem e o0 maior centro de diversidade genética do género Passiflora com
aproximadamente 140 espécies nativas, sendo 83 endémicas (Bernacci et al., 2013).

A reproducdo sexuada das espécies deste género pode envolver sistemas
de polinizacdo cruzada ou de autofecundacdo, além de algumas espécies
apresentarem sistemas de autocompatibilidade e autoincompaibilidade, havendo
casos em que ocorrem ambos o0s sistemas reprodutivos dentro de uma mesma
espécie (Endress, 1994). Entrentato, sua grande maioia s8o espeécies de
polinizagdo cruzada, pois, as flores de Passiflora apresentam mecanismos que
dificultam a ocorréncia da autopolinizacdo (Hoffmann,1997). Um desses
mecanismos, sao as flores maiores, fator que favorece a polinizagdo cruzada, devido
a acao de polinizadores como as abelhas de grande porte, vespas, aves e
vertebrados (Varassin, 2005).

Apesar da grande representatividade do género Passiflora (Cervi, 2005),
varias espécies ainda vém sendo descobertas e caracterizadas, dessa forma, para
gue a variabilidade genética presente seja utilizada da melhor forma possivel, é
necessario que haja uma efetiva caracterizacédo e avaliacdo morfoldgica, reprodutiva
e molecular, contribuindo assim, para a conservacado e caracterizacdo destas
espécies silvestres

Espécies do género Passiflora sdo consumidos in natura ou utilizados para
producédo de sucos e doces, e muitas destas, possuem valor ornamental, em fungéo
da vistosidade e exuberancia de suas flores, além de apresentarem propriedades
medicinais (Cerqueira-Silva et al., 2012). Passiflora silvestres apresentam grande
contribuicAio no melhoramento genético do maracujazeiro comercial, por
apresentarem, além da resisténcia a doencas e algumas pragas, outras
caracteristicas interessantes, como longevidade, autocompatibilidade, maior
adaptacdo as condicdes climaticas adversas, periodo de florescimento ampliado,
androginéforo mais curto que facilita a polinizacdo por insetos menores e maior
concentracdo de componentes quimicos (Meletti et al., 2005; Junqueira et al., 2005).
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Passiflora cristalina Vanderp. & Zappi € uma espécie com ocorréncia natural
no Municipio de Alta Floresta, descrita recentemente e com estudos relativamente
escassos. Sendo assim, trabalhos referentes a diversidade genética, aspectos
reprodutivos e divergéncia genética, permitem a caracterizacdo e ainda fornecem
conhecimentos que poderdo auxiliar em futuros trabalhos de melhoramento
genético, bem como na conservacédo da espécie em estudo e do género Passiflora.

Diante disto, estudar a diversidade genética € uma atividade de grande
relevancia para o melhoramento de plantas e para a conservacdo de muitas
espécies. Por meio desse conhecimento, é possivel identificar genoétipos
contrastantes, com caracteristicas de interesse, como fontes de resisténcia a
doencas e alta produtividade, a fim de realizar cruzamentos promissores, para
serem utilizados em programas de melhoramento (Cruz e Carneiro, 2006).

A grande importancia de estudos de divergéncia genética estd no
conhecimento do grau de variabilidade genética das popula¢cdes (Amaral Junior e
Thiébaut, 1999) pois, tais estudos, obtidos antes que qualquer cruzamento seja
realizado, podera auxiliar o melhorista a concentrar seus esforcos nas combinacdes
mais promissoras, aumentando a eficiéncia dos programas de melhoramento
genético (Wagner Janior, 2011).

Outro parametro relevante para complementar a caracterizacao de plantas de
interesse para o0 melhoramento genético é a viabilidade polinica, uma vez que
constitui um importante parametro em analises de fluxo génico (Martins et al., 1981;
Botto, 1997), além de ser fundamentais para estudos taxondémicos, assim como,
para estudos ecologicos e palinoldgicos, fornecendo informacdes basicas para a
aplicacdo pratica na conservacdo genética, como no monitoramento do grao de
polen de modo a garantir a fecundacéo, tornando possiveis cruzamentos entre
gendtipos com potencial econdémico (Alexander, 1969).

Neste contexto, este trabalho tem como objetivo estimar a diversidade
genética, avaliar a divergéncia com base em caracteristicas morfoldgicas e estudar
0s aspectos reprodutivos de P. cristalina, visando promover a caracterizacao,

conservacao e prospeccao desta espécie silvestre recentemente descrita.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Botanica e taxonomia

A familia Passifloraceae € composta por aproximadamente 18 géneros e 530
espécies, congregando herbaceas, trepadeiras, lenhosas e espécies arboreas,
sendo estas mais raras (Paull e Duarte, 2012). No Brasil ocorre a existéncia de
guatro géneros Ancitrothysus Harms, Dilkea Mast., Mitostemma Mast., € 0 género
Passiflora, que é o mais importante e abundante com cerca de 140 espécies nativas
e 83 endémicas (Bernacci et al., 2013).

O género Passiflora em geral caracteriza-se por possuir caule cilindrico ou
guadrangular, ramificado, anguloso, suberificado, glabro ou piloso (Vanderplank,
2000). Este género possui uma enorme variagao fenotipica, em especial, nas folhas,
sendo esta uma estratégia de escape contra o ataque de borboletas (Feuillet e
Macdougal, 2007). As folhas podem ser alternadas, simples ou compostas, inteiras
ou lobadas e forma variavel, de margem inteira ou serrilhada. E possivel observar
glandulas nectariferas, no peciolo, na margem da bractea ou na parte dorsal da
folha (Cervi et al., 2010).

Caracterizam-se ainda pela presenca de gavinhas axilares, nectarios
extraflorais no peciolo foliar, flores com androginéforo e corona de filamentos em
uma, a varias séries, cinco estames e trés carpelos (Ulmer e Macdougal, 2004).
Podem apresentar flores solitarias ou em pares, raramente formando inflorescéncias
cimosas, normalmente com bracteas e com cinco sépalas que eventualmente
possuem glandulas (Feuillet e Macdougal, 2007).

Na maioria das espécies, as flores apresentam heterostilia,
autoincompatibilidade, protandria, que favorecem a polinizacédo cruzada (Rego et al.,
1999). Devido as caracteristicas das flores de Passiflora, a polinizacdo depende de
agentes polinizadores, principalmente de grande porte, como as mamangavas,
vespas, mariposas, borboletas e morcegos (Varassin et al., 2001). Os frutos sédo do
tipo bagas e indeiscentes e as sementes sdo comprimidas, reticuladas, escavadas
ou alveoladas (Farinazzo e Salimena, 2007).

A espécie P. cristalina caracteriza-se pela presenca de flores solitarias,
hermafroditas, actinomorfas, ciclicas e homoclamideas. Apresentam trés bracteas
com glandulas. O célice é formado por cinco sépalas, dialisépala, linear-lanceoladas,
vermelhas e carenadas no dorso. A corona é constituida por duas séries de
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filamentos radiais (estaminoides). Os frutos de P. cristalina possuem formato ovoide,
do tipo baga, apresentando coloracdo esverdeada com méaculas brancas, adquirindo
coloragcédo amarronzada quando maduros e sabor agridoce (Freitas, 2010).

2.2 Importancia econdémica

No Brasil, o cultivo do maracuja esta diretamente associado ao fruto, visando
0 aumento da produtividade, qualidade do fruto e resisténcia a doengas (Meletti,
2011). Dessa forma, o melhoramento genético esta diretamente ligado a qualidade
do fruto (Bruckner et al., 2002), seja para o consumo in natura ou para a inddstria.
Para o mercado in natura sédo priorizados os frutos grandes e ovais, a fim de se
obter boa aceitacdo comercial. Por outro lado, a industria de sucos visa 0 maior
rendimento da polpa, mais acidez, coloragdo constante e ao alto teor de sdlidos
soluveis (Gomes et al., 2006).

O maracujazeiro ainda pode ser utilizado para a industria farmacéutica, uma
vez que seus frutos e folhas apresentam propriedades medicinais, como a
passiflorina ou maracujina, calmantes naturais (Souza e Meletti, 1997). Além de
apresentar propriedades como vermifugo e febrifugo e também efeitos diuréticos,
antiblenorragicos, hipnoticos e abortivos para o gado (Oliveira, 1987), podem ser
utilizados ainda em tratamentos de tumores gastricos e estresse, fazendo parte do
conhecimento tradicional associado a cultura de diferentes povos (Gosmann et al.,
2011).

Outro mercado que vem crescendo com a utilizacdo do maracujazeiro é o
mercado floristico. Devido ao valor ornamental das belas flores que a planta produz,
despertam interesse pela sua beleza exdética com formatos e cores impares (Abreu
et al., 2009). Cruzamentos interespecificos tém sido realizados a fim de obter flores
com formato e cores peculiares, destinada para a utilizacdo na linha do agronegocio

de plantas ornamentais (Santos et al., 2011).

2.3 Diversidade genética
Diversidade genética € a porcao hereditaria de uma variacdo possivel de ser
observada e mensurada, sendo empregada como termo alternativo para representar

a variacdo genética, indicando o somatério da informacdo genética conhecida e
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potencial de individuos, grupos de individuos, popula¢gdes ou subpopulacdes (Vilela-
Morales et al., 1997).

A diversidade genética € avaliada a partir de caracteristicas agrondmicas,
morfoldgicas, moleculares, entre outras, sendo que as informacdes obtidas com as
avaliagbes sdo expressas em medidas de dissimilaridade que representam a
diversidade no conjunto de acessos estudados (Cruz et al., 2011).

Os estudos sobre a diversidade genética facilitam a identificacdo de
variagbes genéticas (Lima et al., 2003), permitem conhecer os padrbes de
variabilidade entre e dentro de populagbes, sendo considerados um valioso
instrumento que podera ajudar na adoc¢do de praticas mais eficientes, no tocante a
conservacao, podendo servir de base para técnicas de manejo adequado de
fragmentos e fornecer subsidios para medidas de conservacdo in situ (Renau-
Morata et al., 2005). Assim, permite descrever e diferenciar acessos, o que facilita na
identificagdo de genotipos contrastantes a fim de realizar cruzamentos promissores
e encontrar fontes de resisténcias a doencas (Cruz e Carneiro, 2006).

Porém, a falta de informacdes sobre 0s aspectos genéticos das espécies é
um dos principais problemas na avaliacdo de recursos genéticos e decorre,
principalmente, da caréncia de estudos sobre diversidade genética. Esse problema
dificulta o estabelecimento de estratégias que assegurem nao s a conservacao de
populacdes naturais de plantas ecologicamente importantes, mas também a de
outros recursos genéticos potencialmente Uteis as populacdes humanas (Blanco,
2007).

2.4 Marcador molecular SSR

Os marcadores moleculares tém contribuido para a caracterizacdo de
germoplasma ja que sdo capazes de localizar diferencas significativas em nivel de
DNA. Com os marcadores moleculares, a caracterizacao pode ser realizada em uma
maior velocidade, qualidade e em larga escala (Varshney et al., 2005).

Os marcadores microssatélites sdo sequéncias simples repetidas em
tandem, com um a seis nucleotideos. Estas regides sao conhecidas como SSRs
(Simple Sequence Repeats) ou STRs (Short Tandem Repeats), estdo presentes no
genoma de eucariotos e procariotos (Field e Wills, 1996), e por isto representam a

classe de marcadores moleculares mais polimérficos disponiveis atualmente.
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Estes marcadores s&o 0os que mais se destacam no estudo da diversidade
genética por serem codominantes, caracteristica esta que permite a distingdo entre
homozigotos e heterozigotos, além de se mostrarem altamente reproduziveis e
usualmente multialélicos (Pereira, 2005). Neste sentido, muitos alelos podem ser
detectados para uma determinada populacdo, onde individuos homozigotos
possuem 0 mesmo numero de repeticdes nos dois cromossomos homélogos,
enquanto individuos heterozigotos possuem numero de repeticbes diferentes nos
homdlogos (Zane et al., 2002).

As sequéncias de microssatélites variam de uma espécie para outra, porém
as regides flanqueadoras séo bastantes conservadoras, o que permite desenhar
primers para amplificar os alelos dos locos microssatélites (Padua, 2004). Oliveira et
al. (2005) desenvolveram e caracterizaram marcadores microssatélites para a
espécie Passiflora edulis f. flavicarpa através de uma biblioteca gendmica

enriquecida.

2.5 Receptividade estigmatica

A receptividade do estigma € um estadio muito importante da maturacdo da
flor que pode influenciar grandemente a taxa de fertilizacdo (Galen e Zimmer, 1987).
O tempo de receptividade do estigma pode variar de poucas horas até 10 dias. A
idade da flor, o horario do dia, e a presenca ou a auséncia de exsudato no estigma
sao fatores que influenciam a receptividade do estigma.

A receptividade do estigma pode ser determinada por mudancas
morfoloégicas, como por exemplo, presenca de exsudatos e mudanca de coloracéo
no estigma e por testes para verificacdo de enzimas ativas, como a peroxidase e a
esterase (Dafni, 1992).

Desta forma, conhecer o periodo em que o estigma encontra-se receptivo ao
grao de pdlen é fundamental para garantir o sucesso em experimentos de hibridacéo
e em todo e qualquer procedimento que ocorra polinizacéo artificial (Bruckner et al.,
1995). Permite, assim, programar o processo de polinizagdo, em termos de tempo
despendido e quantidade de pdlen utilizado, uma vez que, devido a falta de
informacdes sobre o periodo exato de receptividade do estigma, as polinizacdes séo

feitas repetidas vezes, para assegurar na producao de sementes (Hodgson, 1976).
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Existem numerosas técnicas para estimar a receptividade do estigma (Dafni,
1992; Kearns e Inouye, 1993), uma delas é o uso de peroxido de hidrogénio, onde
ocorre a deteccdo da acdo da peroxidase (Osborn et al., 1998) sendo este um
método simples e barato (Maués e Couturier, 2002).

2.6 Viabilidade polinica

A viabilidade polinica € considerada importante e (til na conducdo de
experimentos nas areas agricolas e biotecnolégicas, pois possibilitam correlacionar
anormalidades meiéticas a infertilidade do podlen, auxiliar na selecdo de materiais
genéticos e fazer inferéncias sobre as dire¢cdes dos cruzamentos (Techio, 2002).

Sendo assim, fornece informacdes béasicas de aplicagdo pratica na
conservacdo genetica e contribui em estudos taxondmicos, ecolégicos e
palinologicos (Guinet, 1989), além de ser um importante pardmetro em analises de
fluxo génico (Martins et al., 1981; Botto, 1997).

A viabilidade do gréo de polen pode ser determinada por meio de diferentes
técnicas (Dafni, 1992; Kearns Inouye, 1993). Um destes métodos sdo os testes
colorimétricos que utilizam corantes quimicos especificos que reagem com
componentes celulares presentes no grao de pélen maduro. Este método apresenta
algumas vantagens, como a rapidez e facilidade em relacdo a germinacao de poélen
in vitro, entretanto, uma desvantagem do uso deste método € que o0s corantes
superestimam a viabilidade do polen, jA que graos de podlen inviaveis podem ser
corados devido a presenca de enzimas, amido ou outras substancias
(Galletta,1983).

Dentre estes testes, destacam-se os testes com lugol, sudan IV, carmim
acético e a solucédo tripla de Alexander (Pagliarini e Pozzobon, 2004). Em testes
colorimétricos, a viabilidade polinica relaciona-se diretamente com a normalidade da
microsporogénese (Mufioz et al., 2006).

O lugol e o sudan IV sao utilizados em alguns estudos como indicativos de
viabilidade polinica (Souza et al., 2002; Huang et al., 2004). Entretanto, esses testes
estdo associados apenas a deteccao e substancias constituintes dos gréos de polen,
como amido e lipidios que podem estar presentes tanto em graos de pélen maduros
como nos abortados (Rodriguezriano e Dafni, 2000). O carmim acético indica a

integridade cromossdmica, enquanto que a solucdo de Alexander contém fucsina
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acida e verde de malaquita que reagem, respectivamente, com o protoplasma e a

celulose da parede do pélen (Munhoz et al., 2008).
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4. CAPITULOS

4.1 CAPITULO 1

Estrutura Populacional e Variabilidade Genética em Populacdes Nativas de
Passiflora cristalina Vanderpl. & Zappi, em Fragmentos Florestais no estado de
Mato Grosso.

RESUMO

Passiflora cristalina € uma espécie nativa da Amazodnia Meridional com ocorréncia
natural no Municipio de Alta Floresta, MT. A espécie por ter sido recentemente
descrita apresenta poucos estudos, sendo uma espécie de grande potencial para
estudos de conservacdo e melhoramento genético. O presente estudo objetivou
avaliar a diversidade genética de populacdes nativas de P. cristalina por meio de
marcador molecular SSR. Para o estudo foram selecionadas duas populacdes
denominadas: ECE (Estrada Central) e EPA (Estrada Porto de Areia) e amostrados
um total de 50 individuos, sendo 25 provenientes de cada populacdo, dos quais
foram coletadas folhas para extracdo de DNA gendémico. As amplificacdes foram
realizadas via PCR com o emprego de 8 primers SSR. O numero de alelos por loco
variou de 3 a 10 com média de 5,62, e um total de 45 alelos para os 8 locos
avaliados. A heterozigozidade esperada apresentou média de 0,71, enquanto que o
numero de alelos efetivos apresentou uma meédia de 4,05. O GST variou de 0,26 a
1,78, com uma média de 0,83, refletindo um nivel de diferenciacdo entre as
populacdes de P. cristalina, e o fluxo génico (Nm) apresentou uma média de 1,16. A
AMOVA revelou que a maior parte da variabilidade encontra-se dentro das
populacdes (65%) do que entre as populacdes (35%). O dendrograma gerado pelo
método UPGMA possibilitou a formacdo de dois grupos distintos, assim como no
agrupamento do “Structure”, demonstrando que os individuos ficaram alocados em
suas respectivas populacdes. Devido aos elevados niveis de diversidade detectados
no presente estudo nas duas populacfdes confirmadas pela diversidade genética, é
de grande importancia que sejam realizadas estratégias que visem a caracterizagao,
conservacao e prospeccao desse material.

PALAVRAS- CHAVE: Maracuja, Variabilidade Genética, Marcador molecular (SSR).
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Population Genetic Structure and Variability in Native Populations of Passiflora
cristalina Vanderpl. & Zappi Forest Fragments in Mato Grosso state.

ABSTRACT

Passiflora cristalina Vanderpl. & Zappi is a native species from the Meridional
Amazon with a natural occurrence in Alta Floresta municipal district - MT. Few
studies of these species have been recently described, being a great potential for
genetic conservation and breeding studies. This study aimed to evaluate the genetic
diversity of native Passiflora cristalina populations through the SSR molecular
marker. For the study, two populations denominated were selected: ECE (Central
Road) and EPA (Sand Port Road), and a total of 50 individuals were sampled, 25
from each population, whose leaves were collected for the genomic DNA extraction.
The amplifications were performed by PCR with the use of 8 SSR primers. The
number of alleles per locus ranged from 3 to 10 with an average of 5,62, and a total
of 45 alleles for the 8 evaluated loci. The expected heterozygosity presented an
average of 0,71 while the number of effective alleles reported an average of 4,05.
The GST ranged from 0,07 to 0,53, with an average of 0,25 reflecting a level of
differentiation among the Passiflora cristalina populations, and the gene flow (Nm)
reported an average of 1,16. The AMOVA revealed that, most of the variability is
within the populations (65%) than among the populations (35%). The dendrogram
generated by the UPGMA method allowed the formation of two distinct groups, as
well as in the "Structure" grouping, showing that the individuals were allocated to
their respective populations. Due to the high diversity levels found in this study
regarding both populations confirmed by the genetic diversity, strategies need to be
performed to aim the characterization, conservation and exploration of this material.

KEYWORDS: Passion fruit, Genetic variability, Molecular markers (SSR).
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INTRODUCAO

O género Passiflora € o mais importante da Familia Passifloraceae, por
possuir espécies que tém valor econémico e por conter maior numero de espécies
(Milward-de-Azevedo e Baumgratz, 2004). Cerca de 530 espécies pertencem a este
género. Destas, aproximadamente 150 sdo originarias do Brasil, 0 que o torna um
dos maiores centros de diversidade genética (Cervi, 2006) com uma ampla
variabilidade intra e interespecifica (Manica, 1981).

Entretanto, as modificacbes causadas pela acdo antropica tem promovido a
destruicdo do seu ambiente natural, tornando o processo de fragmentacdo de
ecossistemas cada vez mais acentuada, afetando assim, de forma negativa a
biodiversidade existente.

Ambientes fragmentados comportam um menor numero de espécies,
mantendo, por sua vez, menor diversidade genética (Zuidema et al., 1996), o que
pode ocasionar o aumento dos niveis de endogamia nas popula¢des e modificacbes
nas interacdes bidticas como a polinizacao, dispersdo de sementes, predacao e na
herbivoria (Castellen et al., 2005).

Bellon et al. (2007), relatam que espécies silvestres sao alternativas para
ampliacdo da base genética de resisténcia a diversas doencas que podem ser
combinadas com caracteristicas de produtividade e qualidade de frutos de espécies
cultivadas.

P. cristalina é uma espécie nativa da Amazbnia Meridional, recentemente
descrita por Vanderplank e Zappi (2011). Esta espécie apresenta potencial
ornamental devido a beleza de suas flores; os frutos sdo utilizados como fonte de
alimento por muitas espécies de animais silvestres, tais como passaros, macacos e
alguns roedores. Podendo ainda, ser fontes de propriedades farmacoldgicas, fonte
de genes de resisténcia para algumas espécies cultivadas, além de suas
propriedades nutricionais para o consumo in natura. Sendo assim sdo de extrema
importancia que sejam realizados estudos em populacdes naturais de P.cristalina,
visando sua caracterizacdo, e consequentemente, sua utilizacdo e inclusdo em
programas de melhoramento.

Os marcadores moleculares sdo ferramentas Uteis para a caracterizacdo das
espécies, pois essa caracterizacdo pode ser realizada em uma maior velocidade,
gualidade e em larga escala (Varshneyet al., 2005). Além de permitir estimar a
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alteracdo na frequéncia alélica, a perda ou fixacéo de alelos e a diversidade genética
das populacdes.

Dentre os marcadores disponiveis, os microssatélite ou SSR (Simple
Sequence Repeat) sao amplamente utilizados em estudos genéticos e de
conservacao genética (Santos et al., 2010). Esta ampla aplicacdo deve-se ao fato de
que os SSR sdo codominantes e multialélicos, altamente reprodutiveis, tém ampla
resolugéo e séo baseados na reagcdo em cadeia da DNA polimerase (PCR) (Oliveira
et al., 2006).

Neste contexto, considerando a escassez de estudos sobre a espécie, este
trabalho teve como objetivo avaliar a diversidade genética de populacdes de P.
cristalina que ocorrem naturalmente no Municipio de Alta Floresta — MT, por meio de
marcador molecular SSR.

MATERIAL E METODOS

Area de estudo

O presente estudo foi realizado em duas areas na Amazobnia meridional,
localizadas no Municipio de Alta Floresta, regido norte do estado de Mato Grosso
(Figura 1). As areas foram selecionadas com base na ocorréncia natural de
populacdes de P. cristalina. Em cada populagéo foram amostrados 25 individuos, os
guais foram georreferenciados através das coordenadas UTM com GPS.

A primeira populacdo esta localizada na Estrada Porto de areia, ha Zona
Rural do Municipio de Alta Floresta, e foi denominada populacdo (EPA). Os
individuos desta populacdo estdo predominantemente localizados nas bordas dos
fragmentos florestais, alguns gendtipos encontram-se isolados em pequenos e
esparsos fragmentos devido ao processo de antropizacdo desta regido,
principalmente para a criacdo de pastagens.

A segunda populacédo foi denominada Estrada Central (ECE). Também é uma
area localizada na Zona rural de Alta Floresta, e apresenta uma maior quantidade de
vegetacdo se comparada a populacdo anterior. As amostras em sua grande maioria

foram coletados individuos nas bordas dos fragmentos florestais.
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FIGURA 1: Mapa da area de estudo. Com destaque para o municipio de Alta Floresta, MT e
a localizagdo das duas areas de estudo. Estrada Porto de areia (EPA) e Estrada central
(ECE).
Material vegetal

Para a andlise da diversidade genética foram coletados 50 genotipos, sendo
25 provenientes de cada uma das populacbes em estudo. A amostragem foi

realizada de maneira aleatéria, com 0 maior espagcamento possivel entre individuos.
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De cada gendtipo foi coletado folhas jovens, expandidas e sadias, para
extracdo de DNA. O material coletado foi devidamente identificado e acondicionado
ainda em campo em recipientes contendo silica gel. Posteriormente, as folhas foram
armazenadas em freezer a -20°C no Laboratério de Genética Vegetal e Biologia
Molecular da Universidade do Estado de Mato Grosso (UNEMAT), Campus

Universitério de Alta Floresta — MT, para posterior extracdo de DNA.

Extracao e quantificacdo de DNA

O DNA genbdmico total foi extraido de aproximadamente 100 mg de folhas,
usando o método de CTAB descrito por Doyle e Doyle (1990), com modificacbes
adequadas para a espécie em estudo, como o0 aumento da concentracdo de
polivinilpirrolidona (PVP) de 1% para 2%, aumento do B-mercaptoetanol de 0,2%
para 3% no tampao de extracdo, além da reducdo do tempo de incubacdo. A
confirmagdo da qualidade e quantidade do DNA extraido foi realizada por meio da
eletroforese em gel de agarose 1%. O DNA extraido foi comparado com DNA padréao
(lambda) com amplitude de variacao de 10, 20, 50 e 100 ng/pL. O DNA quantificado

foi diluido para a obtencéo das solucdes de trabalho a 3ng/uL.

Amplificacéo via de PCR

Foi testado a transferibilidadede vinte e um pares de primers microssatélites
(SSR) desenvolvidos para P. edulis (Oliveira, 2006) e para P. alata (Padua et al.,
2005). A amplificacdo inicial foi realizada em 04 individuos de P. cristalina visando a
selecdo dos iniciadores. As reacdoes de amplificacdo foram conduzidas em
termociclador MJ 96 (Biocycler®) com um volume final de 13 pL, sendo 0,5 yL de
DNA; 1,5 yL de tampéo 10x (1M KCL; 1M Tris PH 8.3; 10% Tween 20), 3,38uL de
H,0O; 0,5 yL de MgCI2 (50 mM); 2 yL de cada primer (0,2 mM); 3 yL dNTP (0,1 mM

de cada dNTP) e 0,12 pL de Taq polimerase (5U/ul).

O programa de amplificacdo utilizado foi proposto por Oliveira (2006), com um
ciclo inicial de desnaturacéo de 94 °C por 5 minutos, seguido de 30 ciclos de 94 °C
por 40 segundos, 55 °C por 40 segundos e 72 °C por 1 minuto e uma extenséo final
de 72° C por 5 minutos. Entretanto para os iniciadores PE75 e PE41 foi utilizado o
programa de amplificacdo estabelecido por Paiva (2013), uma vez que produziu

melhores resultados, com um ciclo inicial de desnaturagéo de 94 °C por 4 minutos,
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seguido por 35 ciclos de 94 °C por 1 minuto, 55°C por 1 minuto e 72 °C por 3
minutos e uma extensao final 72 °C por 7 minutos. Foram realizados Vvarios testes
para adequar a temperatura de cada primer, entretanto, a temperatura que
apresentou os melhores resultados para os primers foi a de 55°C, sendo
padronizada para todas as reacoes.

Os produtos de amplificacdo foram separados por eletroforese em gel de
agarose 3% em tampao de corrida TBE 1X, em voltagem aproximada de 90V por
cerca de quatro horas. A coloragdo do gel foi realizada com brometo de etideo (0,6
ng/mL). Para comparacao dos tamanhos dos fragmentos amplificados foi utilizado o
DNA Ladder de 100 pb (Invitrogen™). Em seguida o gel foi fotografado com auxilio
de uma camera digital (Sony®) quando irradiado por luz ultravioleta pelo
Transiluminador UVB LTB-21x26 (loccus biotecnologia®).

Analise dos dados

Os fragmentos de SSR obtidos dos produtos de amplificacdo foram
analisados no programa GelQuantPro® (DNR, 2006) para a construcdo de uma
matriz com base no tamanho das bandas (pb) encontradas nos géis. Os dados da
matriz foram analisados pelo programa GenAlEx 6.5® (Peakall e Smouse 2006,
2012) para a obtencdo da analise das coordenadas principais (PCoA) e da analise
variancia molecular (AMOVA), que foi utilizado para inferir sobre a estrutura genética
das popula¢cBes por meio da decomposicéo total nos componentes entre e dentro
das populacdes. Através do programa GenAlEx foi realizada também a analise
descritiva geral, onde foi inferido a diversidade genética, heterozigosidade esperada,
mumero de alelos e numero de alelos efetivos.

O programa Power Marker V.3.25 (Liu e Mouse, 2005), foi aplicado para a
determinacdo da matriz dos valores de distancia genética de Nei (1983) entre os
individuos, foram geradas pelo programa Power Marker V.3.25 e posteriormente
importada para o programa MEGA 6.5 (Kumar et al. 2004) para a construcao do
dendrograma através do método UPGMA.

O programa “Structure” (Pritchardet al.,2000), baseado em estatistica
bayesiana foi utilizado para inferir o numero de grupos (k). Foram realizadas 20
corridas para cada valor de K, 200.000 “burn-ins” e 500.000 simula¢cdes de Monte

Carlo de Cadeias de Markov (MCMC). Para definicdo do K mais provavel em relagéo
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aos propostos foram utilizados os critérios de Pritchard e Wen (2004) e também o
critério de Evano et al. (2005), sendo os resultados enviados para o site Structure
Harvester (Earl, 2012).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Dos vinte e um primers testados, oito mostraram-se efetivos na amplificagéo
do genoma de P. cristalina, desta forma foram utilizados na andlise da diversidade

genética de P.cristalina (Tabela 1).

TABELA 1. Primers SSR utilizados para a amplificacdo dos individuos P. cristalina
amostrados nas duas populacdes. TA: Temperatura de anelamento.

Loco Motivo TA (°C) Tamanho esperado (pb)
AF08P1 (TG)o 58 105

PE11 (GT)u1 58 178

PE37 (TG)s 60 232

PE38 (TG)s 58 215

PE41 (TTAA)s 60 220

PE66 (AC)q 60 165

PE74 (ATCACA)s 58 215

PE75 (TG)17 60 178

O numero de alelos por loco variou de 3 (AO8FP1) a 10 (PE75), com média de
5,62, obtendo-se um total de 45 alelos para os 8 locos avaliados (Tabela 2).
Variacao alélica semelhante foi encontrada por Cazé et al. (2012), ao caracterizarem
locos de SSR desenvolvidos para P. contracta e por Cerqueira-Silva et al. (2012) ao
trabalhar com P. edulis, onde foi observou-se que namero de alelos por loco variou
de 2 a 9, com média igual a 5, para as ambas as espécies. O numero efetivo de
alelos (Ne) variou de 2,14 (PE74) a 5,94 (PE66) apresentando uma média de 4,05.
Castro (2008) ao trabalhar com acessos de Passiflora obteve valores relativamente
superiores aos observados neste estudo, onde o numero efetivo de alelos foi de 7,38
para P. edulis; 6,30 para P. cincinnata; 10,00 para P. alata e 6,92 na espécie P.

setacea.
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TABELA 2: Locus, numero de alelos (Na), numero de alelos efetivos por locus (Ne) e
diversidade genética (He)

Locus Na Ne He
AFO08P1 3 2,790 0,642
11 3 2,989 0,665
37 8 3,969 0,748
38 4 3,179 0,685
41 5 4,392 0,772
66 9 5,944 0,832
74 3 2,148 0,534
75 10 7,003 0,857
Total 45 - -
Média 5,62 4,05 0,71

A heterozigozidade esperada ou diversidade génica apresentou uma média
de 0,71, com um minimo de 0,53 no loco PE74 e um indice maximo de 0,85 para o
loco PE75. Na literatura, varios trabalhos de diversidade genética sédo descritos para
espécies de Passiflora como os observados por Paiva (2013), ao trabalhar com 56
acessos de espécies do género Passiflora, onde obteve uma heterozigozidade
esperada com uma média de 0,57, que variou de 0,33 (PE37) a 0,69 (PEOS).
Enquanto que Oliveira (2005) ao trabalhar com P. Edulis obteve He= 0,54 e
Cerqueira- silva (2012) com P. Cincinnata He= 0,51, ja Reis et al. (2011), ao estudar
populacdes de dois ciclos de selecao recorrente de P.edulis, obteve He=0,20.

A diversidade genética variou de 0,57 na populacdo EPA para 0,50 na
populacdo ECE com uma meédia de 0,54, indicando uma alta diversidade genética
(Tabela 4).

TABELA 4: Estruturacdo genética (GST) e Fluxo Génico (Nm) para os 8 loci de
microssatélites.

Locus Gst Nm
MAFO8PR1 1,78 0,21
M11 0,94 0,63
M37 0,44 1,63
M38 1,52 0,30
M41 0,55 1,25
M66 0,66 1,01
M74 0,26 2,96
M75 0,55 1,25
Média 0,83 1,16
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A estruturacdo genética (GST) nas populacBes analisadas apresentou uma
média de 0,83, enquanto que o fluxo génico (Nm) apresentou uma média de 1,16.
Nunes (2009), em trabalhos realizados com Passiflora silvestres obteve resultados
diferentes ao encontrados neste estudo, onde a estruturagdo genética (GST) para P.
ovalis foi de 0,41 e o fluxo génico (Nm) de 0,69, enquanto que P. contracta o GST foi
de 0,13 e o Nmde 3,32.

A Andlise de Variancia Molecular (AMOVA) revelou que a maior variabilidade
genética encontra-se distribuida dentro (65%) do que entre as populagdes com
(35%). Loss (2006), ao estudar Passiflora alata Curtis observou que a maior parte
do total de variacdo genética foi expressa entre os individuos dentro das populacfes
(57,44%), enquanto que o restante (42,56%) foi entre as populacdes. A alta
variabilidade dentro da populagédo pode ser influenciada pelo modo de reproducéo,
sistema de cruzamento, tamanho da populacédo, distribuicdo geografica e fluxo
génico (Hamrick, 1982).

O Dendrograma gerado com todos os individuos analisados a partir da
distancia de NEI pelo método UPGMA (Figura 2), possibilitou a formacédo de dois
grupos, sendo os individuos alocados em suas respectivas populacbes. Revelando
gue existe uma maior similaridade genética entre os genétipos de cada populacéo.

O grupo | foi formado pelos individuos da populacdo EPA (gendtipos de 1-25).
Neste agrupamento pode ser detectado a formacédo de trés subgrupos, sendo o
subgrupo IA constituido pelos individuos 1,2,3,4,5; o subgrupo IIA pelos individuos
6,7 e o subgrupo IlIA 8,9,10,11,12,13,14,15,16,17,18,19 e 20. Os individuos mais
similares geneticamente na populacdo EPA séo os 17 e 18 e os dissmilares 12,16 e
0 10.

O grupo Il foi formado pelos individuos da populacdo da ECE (gendtipos do
26-50). Neste agrupamento pode ser detectado a formacédo de quatro subgrupos,
sendo o subgrupo 1B 26,27, 28, 29 e 48; o subrgrupo 1B 39, 40; 11IB 31,32,33,34,35
e o IvVB 30, 36,37, 38,42,43,44,45,46, 47, 49 e 50. Nesta populacado, os resultados
revelaram quatro pares de individuos similares geneticamente (32-31; 33-35; 41-37
e 0 44-45) e mais dissimilar, individuo 47.

De acordo com o agrupamento apresentado na Figura 2, a maioria dos
gendtipos apresentam dissimilaridade genética, sendo recomendados para futuros

programas de melhoramento e de conservacdo genética da espécie. Pois segundo
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Wagner Junior (2011), o uso de medidas da divergéncia genética obtidas antes que
qualquer cruzamento seja realizado, podera auxiliar o melhorista a concentrar seus
esforcos nas combinagcdes mais promissoras, aumentando a eficiéncia dos

programas de melhoramento.
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Figura 2: Dendrograma gerado a partir da distancia de NEI pelo método UPGMA dos
individuos de P. cristalina das duas popula¢des amostradas.

De acordo com o agrupamento apresentado na Figura 2, a maioria dos
gendtipos apresentam dissimilaridade genética, sendo recomendados para futuros
programas de melhoramento e de conservacdo genética da espécie. Pois segundo
Wagner Junior (2011), o uso de medidas da divergéncia genética obtidas antes que

gualquer cruzamento seja realizado, poderd auxiliar o melhorista a concentrar seus
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esforcos nas combinacdes mais promissoras, aumentando a eficiéncia dos
programas de melhoramento.

A diversidade genética de P. cristalina também foi avaliada por meio da
analise de coordenadas principais (PCoA). As coordenadas principais explicaram
69,41% da variacao total entre as amostras, sendo que o primeiro componente
revelou cerca de 37,59 da variacdo entre as amostras, o segundo componente
explicou 18,83% e o terceiro 12,99 % (Figura 3).
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Figura 3: Dispersdo grafica a partir da analise das coordenadas principais (PCoA) dos 50
individuos de Passiflora cristalina provenientes das duas populacbes amostradas em Alta
Floresta, MT.

Neste estudo, como as populacdes encontram-se na Zona rural do Municipio
de Alta Floresta, a cidade pode estar atuando como uma barreira geografica, fator
gue pode interromper o fluxo génico, pois as chances das sementes e polens serem
dispersos e alcancar outras populacdes sdo menores. Segundo Lutz et al. (2000) as
populacdes podem ser separadas por alguma barreira ou mesmo isoladas pela
distancia entre elas, favorecendo assim o nivel de endocruzamentos e a fixacdo de
alelos deletérios nestas populacdes.

O Programa “Structure” foi utilizado para representacdo dos grupos. Segundo
Pritchard & Wen (2004), o numero de grupos formados pode ser pré-determinado,
mas sdo os dados que definem o K (nimero de grupos), cujo valor mais confiavel é
estimado pelo menor niumero com valor negativo de Ln e pelo menor desvio padrao
encontrado durante a andlise estatistica.

Através do Structure constatou que o melhor k encontrado foi para a
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representacdo de dois grupos (k=2), (Figura 4). Sendo o grupo | formado pelos

genotipos do 1 ao 25 e o grupo Il pelos gendtipos do 26 ao 50.

s e 16T I B SR

w1y
{11 B 8

kIR R UA BT b VR A VO DUV I | 4V L
1w BX1 LE2E ER (T R

Figura 4: Representacdo da distribuicdo dos 50 individuos de Passiflora cristalina em
grupos segundo dados moleculares de 8primers SSR, utilizando o programa “Structure”. Os
individuos estao representados por barras verticais com colora¢des de acordo com o grupo
ao qual pertencem (dois grupos, K=2).

Os dados obtidos através da analise de Coordenadas principais, dendogram,
corroboram com os dados apresentados no Structure, demostrando que o0s
individuos ficaram alocados em suas populacées de acordo com o relacionamento

genético e a proximidade geografica.

CONCLUSOES

Os marcadores microssatélites utilizados neste estudo revelaram uma alta
diversidade génica nos individuos das populacées de P. cristalina, porém uma baixa
heterozigosidade foi observada, ou seja, ha um grande namero de alelos diferentes
na populacdo, porém os individuos apresentam-se em homozigose para 0s locos
estudados.

P. cristalina apresentou uma maior variabilidade genética a nivel
intrapopulacional do que interpopulacional, 0 que pode estar correlacionado com o
sistema de reproducdo da populacdo ou com a distribuicdo geografica dessas
populacdes.

A conservacao de populacdes naturais de P. cristalina sdo importantes para
subsidiar futuros programas de melhoramento genético e conservacao dos recursos

geneéticos por possuirem uma grande variagéo de alelos.
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4.2 CAPITULO 2

Divergéncia genética entre genotipos de Passiflora cristalina Vanderpl & Zappi.
baseada em caracteres de flores e frutos

RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a divergéncia genética entre
gendtipos de Passiflora cristalina e quantificar a contribuicdo relativa de 30
caracteres de flores e frutos, auxiliando o resgate e a caracterizagdo visando a
preservacao e o uso em futuros programas de melhoramento. Foram avaliados 150
frutos e 150 flores coletados em 15 gendtipos com ocorréncia natural no municipio
de Alta Floresta, MT. A caracterizacdo dos genétipos foi realizada mediante 30
caracteres morfologicas de flores e frutos, sendo 21 caracteres para flor e 9 para
fruto. Os dados foram avaliados atraves dos Componentes principais e do
Agrupamento obtido pelo método UPGMA, a partir da matriz de dissimilaridade
(distancia euclidiana média) com auxilio do programa Genes. Pela analise dos
componentes principais verificou-se que os trés primeiros componentes explicam
52,11% da variacdo acumulada. As caracteristicas que mais contribuiram para a
discriminagdo dos genotipos foram: peso fresco do fruto, comprimento do estigma,
comprimento dos filamentos da corona, largura do fruto, largura da pétala e peso da
polpa, sendo estes considerados 0s caracteres mais responsivos para a selecéo de
genodtipos de P. cristalina em estudo. As menores contribuicdes para a diversidade
foram obtidas dos caracteres: largura da antera, largura da bractea e comprimento
do fruto. O método de agrupamento UPGMA revelou que ha uma grande divergéncia
genética entre os gendtipos analisados, uma vez que todos 0s gendtipos se
agruparam acima de 50% de dissimilaridade. Através desse estudo foi possivel
identificar que os gendtipos 4, 9 e 11 sdo os mais divergentes, sendo 0s mais
indicados para cruzamentos em futuros programas de melhoramento e de
conservacao genética da espécie.

Palavras-chave: Maracuja Silvestre, Descritores morfolégicos, Recurso genético.
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Genetic divergence among Passiflora cristalina Vanderpl & Zappi. genotypes
based on flowers and fruits characteristics

ABSTRACT

This study aimed to evaluate the genetic divergence among the Passiflora cristalina
genotypes and quantify the relative contribution of the 30 flowers and fruits
characteristics, supporting the rescue and the species characterization for the
preservation and use in future breeding programs. We evaluated 150 fruits and 150
flowers collected in 15 genotypes with a natural occurrence in Alta Floresta municipal
district - MT. The genotypes characterization was performed through 30 morpholgical
flower and fruit characters, being 21 for the flower and 9 the for fruit. Data were
evaluated through the principal components and the cluster obtained by the UPGMA
method, from the similarity matrix (Euclidian average distance), using the Genes
program. It has been found by the principal components analysis that the first three
components have absorbed 52.11% of the accumulated variation. The
characteristics that most contributed to the genotypes discrimination were the fresh
fruit weight, the stigma length, the corona filaments length, the fruit width, the petal
width and the pulp weight. Therefore, these meant to be the most responsive
characters to the Passiflora cristalina genotypes selection under this study. Smaller
contributions to the diversity were obtained from these characters: the anther width,
the bract width and the fruit length. The UPGMA clustering method revealed that
there is a large genetic divergence among the analyzed genotypes because all
genotypes were grouped with dissimilarity of over 50%. Through this study, we
observed that the genotypes 4, 9 and 11 are the most divergent, being the most
suitable species for crossings in future breeding programs and genetic conservation.

Keywords: Wild Passion fruit, Genetic Resource.
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INTRODUCAO

O Brasil é considerado centro de diversidade do género Passiflora
(Manica,1981) devido a sua ampla variabilidade genética intra e interespecifica
(Bellon et al., 2009).

Algumas espécies silvestres de maracujazeiros apresentam caracteristicas
de interesse para a cultura do maracuja, como: longevidade, adaptacdo as
condicdes climaticas adversas, periodo de florescimento ampliado, maior
concentracdo de componentes quimicos de interesse para industria farmacéutica e
cosmeética, além de fornecer possiveis genes para resisténcia a doencas (Junqueira
et al., 2006).

O género Passiflora apresenta ainda grande importancia no setor agricola,
devido a alta produtividade, aceitagdo no mercado mundial e a sua diversificada
utiizagdo na industria de cosméticos, para fins medicinais, ornamentais e
alimentares, além de ser consumida como fruta fresca ou industrializada, como
sucos, sorvetes, doces, licores e geléias (Meletti, 2011).

As modificacbes causadas pela acdo antropica tém promovido a erosao
genética do género Passiflora em consequéncia da expansao da fronteira agricola,
principalmente no Centro-Norte do Brasil (Ferreira, 2005). A erosdo genética pode
resultar em estreitamento da base genética populacional e na perda de genes de
importancia, que podem levar a reducdo da capacidade das espécies de
responderem as adversidades ambientais (Raposo et al., 2007). Assim, o0 resgate, a
descricdo e a avaliacdo destas espécies sdo necessarios.

Neste contexto, o estudo da diversidade genética entre um grupo de
gendtipos tem grande importancia, pois fornecem informacdes sobre 0s recursos
genéticos disponiveis, 0 que propicia subsidios para a sua caracterizacdo. Nos
estudos de divergéncia genética podem ser utilizadas técnicas multivariadas, dentre
as quais se destacam a analise por agrupamento e componentes principais. As
analises multivariadas permitem combinar as multiplas informacfes de cada
gendtipo, de modo a facilitar a execucao da selecdo com base na combinacao de
variaveis, o que possibilita a discriminacdo dos genotipos mais promissores (Cruz e
Regazzi, 2001).

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a divergéncia genética entre
genotipos de Passiflora cristalina e quantificar a contribuicdo relativa de 30
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caracteristicas de flores e frutos, visando auxiliar o resgate e a caracterizacdo de

recursos genéticos da espécie.

MATERIAL E METODOS

Area de estudo

Frutos e flores de P. cristalina foram coletados em fragmentos florestais no
municipio de Alta Floresta (Figura 01).

A cidade de Alta Floresta localiza-se a 283 m de altitude, o clima é equatorial
guente e umido e a temperatura média anual € de 24°C, com maxima de 40°C
(Bleich e Silva, 2013). Na regiao predomina a vegetacéao do tipo Floresta Ombréfila
Aberta (IBGE, 2012), latossolos, solos podzdlicos, solos litélicos distroficos, solos
indiscriminados concrecionarios, e ao longo dos rios ocorrem solos do tipo gley
pouco humico, e areias quartzosas (Seplan, 2000).

Os materiais coletados foram devidamente identificados e transportados ao
Laboratério de Genética Vegetal e Biologia Molecular, Campus de Alta Floresta,

Universidade do Estado de Mato Grosso, onde foram realizadas as avaliacfes.

Material vegetal

Para estimar a divergéncia genética foram amostrados 15 gendtipos em
diferentes fragmentos florestais no Municipio de Alta floresta (Figura 1). De cada
genotipo amostrado, foram coletados, 10 flores totalmente expandidas (Figura 2A) e

10 frutos maduros (Figura 2B e 2C), totalizando 150 frutos e 150 flores.

44



56°56'0"W 56°40"W
1 1

N
o PC 01 A
= A
i L2 PCO02 A
~N
EN
A PC 03 PC04 ,
APC 05
g PC 06 A4
i | 2 PC 07 APC 08
s PC10 A Apc 09
PC 11 A

PC12 5

APC 13

PC 14
PC 15

T

Cuiaba .
A Passiflora cristalina I:l Cidade de Alta Floresta

\:| Brasil

Km
I;] Mato Grosso 0 12525 - — =
L..__.i Municipio de Alta Floresta Projegao Cilindrica Equirretangular

FIGURA 1: Mapa com a localizacdo e distribuicdo dos individuos de P. cristalina no
Municipio de Alta Floresta, Mato Grosso.

A caracterizacdo dos genotipos foi realizada mediante trinta (30)
caracteristicas morfolégicas de flores e frutos, sendo algumas relacionadas pelo
Servico Nacional de Protecdo de Cultivares (SNPC), vinculado ao Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA, 2008) e outras propostas neste

estudo.
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¥ o
FIGURA 2: A) Flor de Passiflora cristalina; Frutos de Passiflora cristalina: B) Fruto verde; C)
Fruto maduro.

Caracteristicas morfoldgicas da Flor

Foram utilizados vinte e um (21) descritores na avaliacéo das flores, sendo:
comprimento da flor (CFF) a partir do androginéforo até o fim do peddnculo floral;
diametro da flor (DFF) a partir dos pontos extremos das pétalas; comprimento do
androginéforo (CAF), toda a extenséo que sustenta 0s 0rgaos sexuais; comprimento
da pétala (CPF) (Figura3A), desde a insercéo na flor até o apice; largura da pétala
(LPF) (Figura 3B), na maior dimenséo; comprimento da sépala (CSF) (Figura 3C),
desde a insercdo na flor até o apice; largura da sépala (LSF) na maior dimenséao
(Figura 3D); comprimento da antera (CAF) (Figura 3E); largura da antera (LAF);
comprimento do filete (CFI); comprimento do estigma (CEF) (Figura 3F); largura do
estigma (LEF); comprimento de estilete (CSF); comprimento do ovario (COF) (Figura
3G) e largura do ovario (LOF); comprimento da bractea (CBF) (Figura 3H); largura
da bractea (LBF); diametro da corona (DCF) a partir dos pontos extremos dos
filamentos da corona (Figura 3l); tamanho dos filamentos externos da corona (FCO)
(Figura 3J); tamanho do tubo floral (TFF) (Figura 3K), a partir da insercdo no
receptaculo da flor; tamanho do pedunculo floral (TPF) a partir do receptaculo da flor
até a sua insercdo no caule. Todas as -caracteristicas quantitativas foram

mensuradas em milimetros com paquimetro digital com precisdo de 0,01mm.
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FIGURA 3: Detalhe de algumas caracteristicas morfolégicas avaliadas nas flores de
Passiflora cristalina. A) Comprimento da pétala; B) Largura da pétala; C) Comprimento da
sépala; D) Largura da sépala; E) Comprimento da antera; F) Comprimento do estigma; G)
Comprimento do ovario; H) Comprimento da bractea; I) Didmetro da corona; J) Comprimento
dos filamentos externos da corona; k) Comprimento do tubo floral.
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Caracteristicas morfologicas do fruto

Os frutos foram avaliados através de nove caracteristicas, sendo: o
comprimento do fruto (CFU) (Figura 4A), largura do fruto (LFU) (Figura 4B),
espessura do fruto (EFF) e espessura da casca (ECF), ambas realizadas com o
auxilio de um paquimetro digital com precisdo de 0,01 mm. Com auxilio de uma

balanca de preciséo de 0,00001g, foi obtido o peso do fruto (PFF) (Figura 4C).

FIGURA 4: Caracteres morfolégicos dos frutos de Passiflora cristalina: A) Comprimento do
fruto; B) Largura do Fruto; C) Peso fresco do fruto.

Para obtenc&o do peso da polpa (PPF), os frutos foram seccionados, a polpa
com as sementes colocadas em uma placa Petri e pesadas em conjunto. Logo em
seguida, as sementes foram isoladas da polpa com auxilio de uma peneira por meio
da friccdo manual, e em seguida pesadas. O peso das sementes foi subtraido do
peso da polpatsementes e assim obtido o peso da polpa (Figura 05).
Posteriormente, foi avaliado o nUmero de sementes por fruto.

O teor de solidos soluveis (BRIX) foi avaliado através da leitura direta em

refratbmetro manual com os dados corrigidos pela temperatura.

Anélise estatistica

Foram realizadas analises multivariadas para a obtencéo das estimativas de
divergéncia genética dos genotipos por meio do método da distancia Euclidiana
Média Padronizada. Com base na matriz de distancia gerada foi realizado o
agrupamento dos individuos pelo Método UPGMA (Unweighted Pair Grouped
Method Average) e a andlise por componentes principais. Nas analises dos
componentes principais foi transformado o p das variaveis originais Xi, Xa,... ,Xp,

sendo o n: numero de individuos ou populagbes, em um novo conjunto de variaveis,
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Y1, Yo, ..., Yp de dimenséo equivalentes. Cada componente principal foi considerado
uma combinacao linear das varidveis originais, construidos para explicar 0 maximo
da variabilidade total dessas variaveis originais e nao a sua correlacéo.

De acordo com o método de Morrison (1981) define o primeiro componente
principal (Y1) de um conjunto de p variaveis, X1, X, ..., Xp, contidas no vetor X' = (
X1, X2, ..., Xp) como a combinacao linear: Y; = b1 X1 + by Xo+ ... +bpiXp = b'1X
cujos coeficientes bil sdo elementos do vetor caracteristico b1, associado a maior
raiz caracteristica da matriz de covariancia amostral, S, das variaveis Xi's. O
segundo componente principal (Y,) estard associado a segunda maior raiz
caracteristica e, assim sucessivamente, até que toda a varidncia tenha sido
explicada.

Os autovalores (ou raizes caracteristicas) ordenados sdo as variancias
amostrais dos componentes principais. O primeiro componente também é definido
como o de maior importancia, uma vez que retém a maior parte da variacdo total
encontrada nos dados originais. A técnica envolve a matriz de covariancia amostral
S ou a matriz de correlacdo R, sendo que a maioria das aplicacdes tem envolvido
esta ultima. Tendo em vista o grande numero de variaveis medidas em unidades
diferentes, foi necessaria a padronizagéo destas variaveis X (j = 1, 2,..., p). Assim, a
estrutura de dependéncia de X; foi determinada pela matriz de correlagéo R.

As analises estatisticas foram realizadas com o auxilio do Programa GENES
(Cruz, 2008).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Através da analise de componentes principais, verificou-se que o0s trés
primeiros componentes absorveram 52,11% do total da variacdo, sendo que o
primeiro componente explicou 22,45% e o segundo componente 39,27% da variacao
total, conforme descrito na Tabela 01.

A variacao acumulada distribuiu-se entre varios componentes, ndo retendo o
maximo de variacdo nos componentes iniciais, como indicado por Cruz et al., (2004)
e por Cruz e Carneiro (2003), mas, semelhante ao que vem sendo observado em
trabalhos realizados por Godoy et al., (2007) estudando a diversidade genética
existente entre genoétipos de maracuja encontrou 69,07% da variacdo total nos trés
primeiros componentes principais. Em progénies hibridas obtidas do cruzamento de
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Passiflora gardneri x Passiflora gibertii, Belo (2010), encontrou 72,20% da variagéo
nos trés primeiros componentes, sendo que o primeiro componente principal explica
47,70% da variancia total. Crochemore et al.,, (2003) ao estudar a diversidade
genética em espécies de maracujazeiro, observou que o primeiro e o segundo
componentes representaram 29,60% e 19,40% do total da variacéo,

respectivamente, enquanto que o terceiro representou apenas 12,20 %.

TABELA 1: Estimativas dos autovalores associados aos componentes principais,
juntamente com sua importancia relativa (Raiz %) e acumulada (%), referentes a 30
descritores morfoldgicos (21 flores e 9 frutos) de Passiflora cristalina.

CP_ AUTOVALOR IMPORTANCIA RELATIVA (%) (%) ACUMULADA
1 6,73 22,45 22,45
2 5,04 16,81 39,27
3 3,85 12,84 52,11
4 2,91 9,71 61,83
5 2,57 8,58 70,41
6 2,15 7,19 77,60
7 1,76 5,87 83,48
8 1,33 4,45 87,94
9 1,27 4,24 92,19
10 0,81 2,712 94,92
11 0,66 2,22 97,14
12 0,39 1,32 98,46
13 0,32 1,09 99,56
14 0,12 0,43 99,99
15 0,00 0,00 99,99
16 0,00 0,00 99,99
17 0,00 0,00 99,99
18 0,00 0,00 99,99
19 0,00 0,00 99,99
20 0,00 0,00 99,99
21 0,00 0,00 99,99
22 0,00 0,00 99,99
23 0,00 0,00 99,99
24 0,00 0,00 99,99
25 0,00 0,00 99,99
26 0,00 0,00 99,99
27 0,00 0,00 99,99
28 0,00 0,00 99,99
29 0,00 0,00 99,99
30 0,00 0,00 100
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Para o primeiro componente, a variavel de maior contribuicdo para a
discriminacdo dos gendtipos foi o peso do fruto (0,32) e o comprimento do estigma
(0,29). No segundo componente, destacam-se o comprimento dos filamentos da
corona (0,32) e a largura do fruto (0,16). E para o terceiro componente, as
caracteristicas que apresentaram um maior valor foram a largura da pétala (0,36) e o
peso da polpa do fruto (0,18) (Tabela 2). Estas variaveis sdo as que mais
contribuiram para estimar a variabilidade genética da espécie e, portanto, mais
responsivas a selecdo de genotipos de Passiflora cristalina em futuros programas de
melhoramento.

Os descritores de menor contribuicdo para avaliar a divergéncia genética de
genotipos de P. cristalina neste estudo foi a largura da antera (LAF), largura da
bractea da flor (LBF) e comprimento do fruto (CFU), posteriormente descartados
pelo critério sugerido por Cruz e Regazzi (1997), quando avaliados os ultimos
componentes principais, 0s caracteres que menos contribuirem para a variacao total
serdo 0s mais passivos de descartes.

Cruz et al. (2004) enfatizam que caracteres dispensaveis sao aqueles
invariantes ou redundantes por serem correlacionados a outros. A reducdo do
namero de caracteres por eliminacdo daqueles que pouco contribuem para a
descricdo de acessos no melhoramento genético torna o processo de avaliacdo
menos oneroso (Arriel et al., 2004), propiciando economia de tempo e recursos
materiais, a0 mesmo passo que disponibiliza informacdes para a conservacdo da
espécie em estudo (Alves et al., 2003).

Com o emprego do método de agrupamento UPGMA com linha de corte em
90% de dissimilaridade, foi possivel observar a formacéo de quatro grupos distintos,
devido a divergéncia genética existente em relacdo as caracteristicas avaliadas
(Figura 5). Os gendtipos 3; 10; 14 ficaram no grupo |, o gendtipo 5 ficou alocado no
grupo I, os genotipos 6; 7; 8; 11; 12; 14 e 15 no grupo lll e os gendtipos 1; 2; 3; 9,
ficaram no grupo IV. Sugerindo que os gendtipos que ficaram alocados no mesmo
grupo possuem um maior grau de similaridade genética e os que ficaram isolados,
OuU seja, ndo se agruparam com outros genotipos, como o individuo 5 que

apresentou uma maior divergéncia genética.
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TABELA 2: Conjunto dos autovetores (coeficiente de ponderagéo) das 30 variaveis analisadas (21flores e 9 frutos) em P. cristalina.

CP CFF DFF TFF DCF CAF TPF FCO COF LOF CPF LPF CSF LSF CBF LBF
1 0,17 -0,06 -0,09 -0,03 -0,01 -0,00 0,14 -0,07 -0,03 -0,23 -0,13 -0,13 -0,01 0,01 0,11
2 -0,27 -0,32 0,04 -0,21 -0,14 -0,24 -0,32 0,08 0,01 -0,22 -0,13 -0,22 -0,13 -0,20 0,26
3 0,043 0,21 -0,35 0,23 0,02 0,05 -0,04 0,10 0,13 -0,00 0,36 -0,18 0,27 -0,31 0,30
4 -0,16 -0,10 0,05 -0,17 0,32 -0,32 -0,01 0,45 0,26 -0,06 -0,12 -0,22 0,10 0,20 0,09
5 0,05 -0,04 -0,11 0,28 0,17 -0,03 -0,11 -0,02 0,37 0,20 -0,08 0,02 -0,32 -0,24 -0,09
6 0,14 -0,17 0,07 0,01 0,13 0,12 0,05 -0,22 -0,31 -0,12 0,10 -0,32 -0,20 0,13 -0,01
7 0,09 0,07 0,02 0,08 -0,28 -0,29 -0,27 -0,05 -0,10 0,26 0,17 0,05 -0,27 -0,02 -0,12
8 0,18 0,19 0,47 -0,22 0,25 0,07 -0,00 0,17 0,09 0,10 0,09 0,22 0,18 -0,02 0,04
9 0,02 -0,23 -0,10 -0,09 -0,03 0,25 -0,15 0,07 0,06 -0,20 0,16 0,05 0,11 0,20 -0,10
10 -0,34 0,11 0,08 0,13 0,49 0,00 0,04 -0,05 0,08 0,044 0,22 -0,09 -0,12 0,02 -0,28
11 -0,01 0,14 -0,27 -0,46 0,01 -0,26 0,06 -0,38 0,07 0,13 0,12 -0,22 0,10 0,18 -0,18
12 -0,38 0,11 0,04 -0,01 0,14 -0,13 0,31 -0,15 -0,45 -0,02 -0,05 0,08 -0,13 -0,14 0,17
13 0,35 -0,02 -0,13 -0,01 0,12 -0,39 0,40 0,14 0,08 -0,00 -0,17 0,05 -0,20 -0,12 -0,12
14 0,21 -0,00 -0,11 0,12 0,38 0,18 -0,22 0,04 -0,24 -0,12 -0,25 -0,01 -0,03 0,07 -0,21
15 -0,18 -0,09 0,34 0,11 -0,11 -0,02 0,15 -0,38 0,28 -0,06 -0,23 -0,06 0,29 -0,31 -0,22
16 0,02 0,29 0,23 0,02 -0,00 0,26 -0,12 -0,21 0,19 -0,02 -0,30 -0,14 -0,15 0,13 0,31
17 -0,05 -0,10 -0,30 -0,22 0,20 0,03 -0,26 -0,06 -0,21 0,21 -0,34 0,21 0,28 -0,29 -0,09
18 -0,00 -0,00 0,12 -0,04 -0,06 -0,12 0,05 0,01 -0,04 0,23 0,00 0,07 0,05 0,39 0,07
19 -0,05 0,07 -0,10 -0,30 0,00 0,03 -0,10 -0,20 0,28 -0,05 0,10 0,38 -0,15 0,04 -0,00
20 0,18 0,12 0,03 -0,08 0,00 -0,04 0,00 -0,02 0,03 -0,31 -0,16 0,10 -0,16 -0,07 0,03
21 0,13 -0,16 0,00 0,02 -0,16 0,00 0,24 0,09 0,01 0,07 -0,16 0,27 0,03 0,02 0,08
22 0,11 0,31 0,02 -0,03 0,11 -0,25 -0,26 -0,19 0,00 -0,42 0,01 0,14 0,05 -0,03 0,00
23 0,08 0,35 0,03 0,19 -0,09 -0,29 -0,10 0,08 -0,18 -0,16 -0,01 0,02 0,25 0,07 -0,02
24 -0,25 0,49 -0,15 -0,10 -0,19 0,17 0,09 0,31 -0,04 0,06 -0,24 -0,13 -0,20 -0,04 -0,09
25 -0,39 -0,04 -0,13 0,28 -0,01 -0,06 -0,00 0,02 -0,00 -0,14 -0,06 0,44 0,05 0,29 0,03
26 0,02 -0,09 0,00 0,24 0,05 -0,16 0,17 -0,07 0,02 -0,20 0,14 -0,00 0,16 -0,00 0,00
27 0,00 -0,09 0,26 -0,04 0,12 -0,14 -0,18 0,05 -0,17 0,06 0,25 0,17 -0,25 -0,22 0,14
28 0,08 0,034 0,17 0,05 0,04 -0,11 -0,13 -0,02 -0,17 0,35 -0,13 -0,14 0,28 -0,01 0,08
29 0,05 -0,01 -0,18 -0,04 0,26 0,04 0,15 -0,21 0,05 0,14 0,01 0,10 -0,00 0,03 0,58
30 0,01 -0,03 -0,08 0,32 0,04 -0,21 -0,23 -0,18 0,10 0,17 -0,24 -0,07 -0,05 0,31 0,09
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CP CAF LAF CFI CEF LEF CSF CFU LFU EFF PFF PPF PES NSF ECF BRIX
1 -0,24 -0,18 0,18 0,29 0,23 0,16 -0,25 -0,31 -0,23 -0,32 0,24 -0,24 -0,26 -0,03 -0,06
2 -0,08 0,13 -0,31 -0,10 -0,14 -0,29 -0,11 -0,16 -0,00 -0,01 0,01 0,01 -0,15 0,11 -0,03
3 -0,13 0,06 -0,08 0,23 0,31 -0,18 0,07 -0,02 -0,00 0,13 -0,18 0,06 -0,03 0,08 0,06
4 0,02 -0,20 0,16 0,12 0,11 0,16 0,18 0,05 0,08 0,08 -0,04 -0,11 0,20 -0,13 0,23
5 0,23 0,08 0,00 0,07 0,02 -0,09 -0,19 0,17 0,31 -0,05 0,33 -0,32 -0,13 -0,25 0,10
6 -0,22 -0,17 -0,14 0,12 0,09 -0,00 -0,04 0,16 0,33 0,12 0,11 0,04 0,25 0,40 0,22
7 -0,25 -0,23 -0,06 0,09 -0,06 -0,05 0,23 -0,03 -0,20 -0,12 -0,00 -0,03 -0,00 -0,24 0,45
8 -0,15 0,23 -0,12 0,04 -0,03 -0,11 0,14 -0,02 -0,08 -0,19 0,19 -0,08 -0,18 0,36 0,20
9 -0,03 0,39 0,06 0,08 0,07 -0,06 -0,22 0,08 0,04 -0,13 0,22 0,34 0,05 -0,37 0,34
10 -0,29 -0,12 0,01 -0,03 -0,09 -0,33 -0,18 -0,18 -0,14 -0,10 0,01 0,13 0,12 -0,13 -0,21
11 0,16 0,12 -0,18 -0,10 0,26 -0,09 0,22 -0,00 0,06 -0,11 0,20 -0,05 -0,06 -0,02 -0,10
12 0,05 0,35 0,26 0,11 0,049 -0,09 0,06 0,00 0,06 0,08 -0,05 -0,15 -0,11 -0,13 0,28
13 -0,21 0,10 -0,09 -0,08 -0,00 0,03 -0,08 0,00 0,07 0,12 -0,10 0,46 -0,22 0,00 0,03
14 0,20 0,08 -0,40 0,05 0,07 0,00 0,17 -0,29 -0,08 0,10 -0,21 -0,15 -0,10 -0,18 0,08
15 0,03 -0,01 -0,23 0,32 0,04 0,14 0,04 -0,05 -0,04 0,04 -0,02 0,14 0,13 -0,07 0,13
16 0,00 -0,20 0,15 -0,25 0,23 -0,18 0,11 -0,06 0,13 0,06 -0,00 0,28 -0,22 -0,16 0,12
17 -0,00 -0,29 0,23 0,01 0,03 -0,14 -0,06 0,09 -0,04 -0,04 0,08 0,22 0,02 0,18 0,11
18 0,30 -0,16 -0,15 0,41 0,06 -0,31 -0,42 0,13 -0,09 0,09 -0,21 0,05 -0,18 0,03 0,00
19 -0,15 0,01 0,02 -0,05 0,08 0,16 -0,27 -0,33 0,01 0,43 -0,16 -0,17 0,13 0,12 0,18
20 -0,05 0,05 -0,03 0,06 0,15 -0,28 0,06 0,42 -0,46 0,26 0,21 -0,12 0,30 -0,09 -0,14
21 -0,07 -0,01 -0,05 -0,03 0,21 -0,43 0,09 -0,28 0,31 -0,27 -0,09 -0,14 0,43 -0,09 -0,05
22 -0,01 -0,01 0,02 0,07 -0,11 0,05 -0,13 0,24 0,29 -0,4 -0,36 -0,03 0,05 -0,04 -0,04
23 0,12 -0,05 0,02 0,04 -0,19 -0,07 -0,10 -0,33 0,20 0,28 0,49 0,09 0,11 -0,02 -0,01
24 0,05 0,04 -0,27 0,00 0,07 0,15 -0,22 0,01 -0,07 -0,25 0,02 0,08 0,23 0,14 0,15
25 -0,24 -0,10 -0,31 -0,04 0,24 0,12 0,17 0,18 0,08 -0,01 0,18 0,02 -0,23 0,08 -0,06
26 0,30 -0,14 -0,03 -0,54 0,13 -0,06 -0,20 -0,00 -0,29 -0,14 -0,03 -0,07 0,05 0,16 0,39
27 0,30 -0,03 -0,04 0,04 0,46 0,27 -0,02 -0,11 -0,01 -0,08 0,10 0,29 0,14 -0,04 -0,22
28 -0,35 0,16 -0,14 -0,28 0,21 0,16 -0,37 0,17 0,05 0,10 -0,02 -0,21 0,06 -0,27 -0,07
29 0,04 -0,08 -0,31 0,04 -0,40 0,15 -0,00 0,00 -0,09 -0,11 0,15 0,08 0,19 -0,19 0,06
30 -0,03 0,43 0,22 0,08 0,02 0,05 0,07 -0,13 -0,22 -0,10 -0,07 0,14 0,23 0,34 -0,04

Comprimento da flor (FF); Didmetro da flor (DFF); Comprimento do tubo floral (TFF); Comprimento do didmetro da corona (DCF); Comprimento do
androginéforo (CAF); Comprimento do pedunculo da flor (TPF); Comprimento dos filamentos da corona (FCO); Comprimento do ovério (CO), Largura do
ovario (LOF); Comprimento da pétala (CPF); Largura da pétala (LPF); Comprimento da sépala (CSF); Largura da sépala (LSF); Comprimento da bractea
(CBF); Largura da bractea (LBF); Comprimento da antera (CAF); Largura da antera da flor (LAF); Comprimento do filete (CFIL); Comprimento do estigma;
(CEF); Largura do estigma (LEF); Comprimento do estilete (CSF); Comprimento do fruto (CFU); largura do fruto (LFU), Espessura do fruto (EFF); Peso fresco
do fruto (PFF); Peso da polpa (PPF), Peso das sementes (PFS); NUumero de sementes; Espessura da casca; Teor de solidos soluveis (BRIX).
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O grupo | formou 2 subgrupos, sendo que o grupo IA é constituido pelo
genotipo 4 e o grupo IB pelos gendtipos 10 e 14. No grupo lll observou-se a
formacao de trés subgrupos, sendo o grupo Ill A constituido pelo genétipo 11, grupo
lIl B os gendtipos 6, 7 e 8 e no grupo Il C os gendtipos 14, 15,12. Enquanto, que no
grupo 1V, ocorreu a formacédo de dois subgrupos sendo grupo IV A com o genétipo 9
e no grupo IV B com os gendtipos 1, 2 e 3.

De acordo com os resultados apresentados na Figura 5, o gendétipo que
apresentou maior divergéncia genética com base nos caracteres avaliados foi o
gendtipo 5, pertencente ao Grupo Il. Quando foi realizado o corte de 80% de
dissimilaridade nos grupos pode-se identificar que os gendtipos 4, 9 e 11 também se
divergiram geneticamente. Desta forma, estes gendtipos apresentam caracteristicas
promissoras, 0 que pode aumentar a eficiéncia nos futuros programas de

melhoramento e de conservacéo genética de P. cristalina.

Método de agrupamento : Ligagédo Média Entre Grupo(UPGMA)
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FIGURA 5: Dendrograma representativo dos genétipos de P. cristalina obtido a partir de
caracteristicas quantitativas pelo método UPGMA.

No dendrograma obtido, os 15 genoétipos sdo extremamente divergentes,
uma vez que todos os genotipos se agruparam acima de 50%, o que pode estar
correlacionado com a grande variacdo dos caracteres fenotipicos, provavelmente
associados a variabilidade genética existente em P. cristalina. Este percentual de
agrupamento pode ser devido ao sistema de autocompatibilidade das plantas de
cruzamento, especialmente as espécies ndo domesticadas como é o caso da
espécie em estudo. De acordo com Cunha et al.,, (2004) estas caracteristicas
favorecem a selecdo em programas de melhoramento genético e na conservacgao de

muitas espécies, uma vez que permitem descrever e diferenciar acessos, identificar
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genotipos contrastantes a fim de realizar cruzamentos promissores (Cruz e Carneiro,
2006).

CONCLUSOES

Os caracteres de maior contribuicdo para a variabilidade genética dos
genotipos estudados sdo: peso fresco do fruto, comprimento do estigma,
comprimento dos filamentos da corona, largura do fruto, largura da pétala e peso da
polpa. Portanto, estes caracteres sédo considerados 0s mais responsivos para a
selecdo de gendtipos da espécie em estudo.

Ha uma grande divergéncia genética entre os gendtipos analisados, e 0s
individuos 4, 9 e 11 sdo os mais indicados para cruzamentos em futuros programas

de melhoramento e de conservacéo genética da espécie.
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4.3 CAPITULO 3

Biologia floral, viabilidade polinica e receptividade estigmética de Passiflora
cristalina Vanderpl. & Zappi

RESUMO

Passiflora cristalina Vanderpl. & Zappi. € uma espécie nativa da regido Amazodnica
com ocorréncia natural no municipio de Alta Floresta, norte do estado de Mato
Grosso. O presente estudo objetivou avaliar o desenvolvimento floral em campo de
Passiflora cristalina, bem como estimar a viabilidade polinica e a receptividade
estigmatica em diferentes horarios durante a antese floral. Para a avaliacdo da
receptividade e viabilidade, os estigmas e o0s gréos de polens foram coletados em
intervalos de trés em trés horas, sendo os horarios de coleta: 01h (inicio de abertura
da flor), 04h, 07h, 10h e 13h. A viabilidade foi estimada por meio dos seguintes
testes colorimétricos: solucdo tripla de Alexander, carmim aceético e lugol. A
receptividade estigmatica foi avaliada com o uso de peroxido de hidrogénio a 3%
(H20,). Os dados foram submetidos a andlise de variancia e as médias foram
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade com o programa estatistico
GENES. A espécie P. cristalina inicia a abertura floral por volta da 01h da manhé e o
processo de senescéncia por volta das 13h do mesmo dia tendo, portanto, uma
antese com duracdo aproximada de 12h. A andlise de variancia revelou diferenca
significativa a 1% de probabilidade para a viabilidade polinica entre os horarios em
cada um dos testes colorimétricos avaliados. Independente do corante utilizado, foi
obtida uma alta viabilidade polinica, com percentual médio de 92,85% para solucao
tripla de Alexander, 95,55% para lugol e de 94,73% para carmim aceético. A maior
viabilidade polinica foi encontrada no horario da 01h, porém este horario ndo diferiu
estaticamente dos horarios das 04h, 07h e 10h, e o menor percentual de viabilidade
do pdlen foi obtido as 13h. Os estigmas apresentaram-se altamente receptivos,
desde a abertura da flor até a senescéncia floral; entretanto o horario de maior
receptividade foi das 07h as 10h, e o menor as 13h com 68,33 %. Observou-se que
a viabilidade polinica tende a diminuir apés a abertura da flor, enquanto que o
estigma mantém-se receptivo durante todo o periodo em que a flor encontra-se
aberta. Com base nos resultados de viabilidade polinica e receptividade do estigma,
recomenda-se que as polinizagdes manuais na espécie sejam realizadas entre as
07h e 10h.

Palavras-chave: Maracuja silvestre, Recursos vegetais e Melhoramento vegetal.
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Floral biology, pollen viability and stigmatic receptivity Passiflora cristalina
Vanderpl. & Zappi

ABSTRACT

Passiflora cristalina Vanderpl. & Zappi. Is a native species from the Amazon region
with a natural occurrence in Alta Floresta municipal district — MT, north of Mato
Grosso state. This study aimed to evaluate the Passiflora cristalina floral
development, and estimate the pollen viability and the stigmatic receptivity at
different hours during the floral anthesis. To evaluate the receptivity and the viability,
the stigmas and the pollen grains were collected in intervals of every three hours,
being the collecting time: 1h (start of flower opening), 4h, 7h, 10h and 13. The
viability was estimated using the following colorimetric tests: Alexander triple solution,
acetic carmine and lugol. The stigmatic receptivity was evaluated with the use of
hydrogen peroxide at 3% (H.0O,). Data were submitted to the analysis of variance
and the averages were compared by the Tukey test at 5% of probability, through the
GENES statistical program. The Passiflora cristalina starts the floral opening at
around 1h and the senescence process at around 13h on the same day, thus an
anthesis lasting approximately 12 hours. The analysis of variance revealed a
significant difference at 1% of probability for the pollen viability between the hours in
each of the evaluated colorimetric tests. Regardless the dye used, a high pollen
viability was obtained, with an average percentage of 92,85% for the Alexander triple
solution, 95,55% to the lugol and 94,73% for the acetic carmine. The greatest pollen
viability was found at 1h, but this time did not differ statistically from the hours of 4h,
7h and 10h. The lowest pollen viability rate was obtained at 13h. The stigmas were
highly receptive from the flower opening to the floral senescence, however the
greater receptivity time was from 7h to 10h, and the lowest at 13h, with a 68,33%
percentage. It was observed that the pollen viability tends to decrease after the
flower opening while the the stigma remains receptive during the entire period that
the flower is open. Based on the results of the pollen viability and stigma receptivity,
it is recommended that the manual species pollination should be performed between
7h and 10h.

Keywords: Wild passion fruit, Plant Resource; Plant Breeding.
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INTRODUCAO

O género Passiflora é o mais importante da familia Passifloraceae (Ulmer &
McDougal, 2004), apresenta ocorréncia pantropical com distribuicdo descontinua
nos tropicos e subtrépicos (Ocampo et al. 2007). Aproximadamente 139 espécies de
Passifloras séo originarias do Brasil (Bernacci et al., 2014), sendo considerado um
dos mais importantes centros de diversidade genética (Ferreira, 1994).

As espécies do género Passiflora caracterizam-se por serem plantas de
cruzamento em virtude, principalmente, da morfologia floral (Akamine & Girolami,
1959). As flores do maracuja tém um colorido atraente, sdo vistosas, aromaticas e
com abundancia de néctar, causando forte atracdo aos polinizadores, fator que
favorece a polinizacdo cruzada principalmente por insetos (Hoffmann, 1997). A
forma de reproducdo de espécies de Passiflora sédo reforcadas pela
autoincompatibilidade do tipo homomorfica e esporofitica (Bruckner et al. 1995),
embora seja possivel encontrar plantas autocompativeis (Menzel et al. 1989).

Em funcdo do potencial econdmico elevado, 0 maracuja esta entre as
principais espécies frutiferas cultivadas do pais (Vasconcelos et al., 1994). As flores
de Passiflora despertam interesse pela sua beleza exotica com formatos e cores
impares (Abreu et al. 2009). Portanto, cruzamentos interespecificos tém sido
realizados a fim de obter flores com formato e cores peculiares, sendo destinadas
para a utilizacdo na linha do agronegécio de plantas ornamentais (Santos et al.
2011).

Informagdes sobre morfologia floral, horario de abertura plena (antese),
horario de receptividade do estigma e viabilidade dos grédos de podlen fornecem
direcionamento e conferem seguranca a cruzamentos, aumentando a eficiéncia na
identificacdo de gametas masculinos com potencial para serem utilizados em
hibridacdes (Krishnakumar et al. 1992; Silva et al. 2006).

Considerando que a manifestacdo do genoétipo de um individuo é o resultado
da contribuicdo trazida pelos gametas masculinos e femininos, quanto maior a
viabilidade polinica, maior a possibilidade de formacao de diferentes combinagcdes
entre alelos, e em Ultima andlise, de variabilidade genética (Souza et al. 2002). A
taxa de fertilizacdo e o sucesso de polinizacdo também podem ser influenciados
pela receptividade do estigma (Souza et al. 2004). Normalmente, o estigma

receptivo produz substancia viscosa que facilita a aderéncia do polen, garantindo a
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fertilizacdo, e consequentemente, a formacdo de frutos e sementes (Maués e
Couturier, 2002). Deste modo, estudos sobre o estadio floral em que o estigma
apresenta-se receptivo pode estar atrelado ao sucesso ou fracasso da polinizacao
artificial (Dafni e Maues, 1998).

Neste contexto, o trabalho tem por objetivo avaliar o desenvolvimento floral
em campo de Passiflora cristalina bem como estimar a viabilidade polinica e a
receptividade estigmatica em diferentes horarios, durante a antese floral, visando
gerar informagbes que possam auxiliar em polinizagbes artificiais e futuros

programas de melhoramento.

MATERIAL E METODOS

Area de estudo

O estudo foi realizado em um fragmento florestal, denominado Parque C&E,
localizado no perimetro urbano do municipio de Alta Floresta, Mato Grosso (Figura
01).
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FIGURA 1: Localizagédo da area de estudo “Parque C&E”, no municipio de Alta Floresta, MT.
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O Municipio esta situado entre as coordenadas geograficas de 9°02" 29" a
11°15" 45” de Latitude Sul e 54° 44" 55" a 58° 45" 10” de Longitude Oeste (Figura 01)
e localiza-se ao norte do estado de Mato Grosso (Figura 01), esta a 283 m de
altitude, o clima é equatorial quente e umido com temperatura média anual de 24°C,
e maxima de 40°C (Bleich e Silva, 2013). Na regido, predomina a vegetacao do tipo
Floresta Ombrofila Aberta (IBGE, 2012), latossolos, solos podzélicos, solos litélicos
distréficos, solos indiscriminados concrecionarios, e ao longo dos rios ocorrem solos

do tipo gley pouco hamico, e areias quartzosas (Seplan, 2000).

Material Vegetal

No periodo do florescimento da espécie no final de julho a novembro de
2014, foram coletados botdes florais e flores abertas para analise da receptividade
dos estigmas e da viabilidade polinica. As coletas foram realizadas em cinco

horarios em intervalos de trés em trés horas: as 01h, 04h, 07h, 10h e as 13h.

Biologia Floral

Foi observado em campo o desenvolvimento floral, desde a pré-antese até a
senescéncia floral. Durante o periodo de coleta, entre 01h-13h, foram determinados
guatro estadios de desenvolvimento floral, tendo como base a abertura da flor de P.
cristalina: estadio | (O1h) - inicio da antese floral; estadio Il (04h) - pétalas e sépalas
parcialmente abertas; estadio Il (07h) e (10h) - pétalas e sépalas totalmente
abertas, e estadio IV- inicio da senescéncia floral (13h), conforme esta apresentado
na Figura 02. As flores de P. cristalina foram descritas conforme o Manual de
Organografia de Vidal e Vidal (2000).

Viabilidade Polinica
Para a avaliacdo da viabilidade polinica foram coletadas anteras de cinco
flores em cada um dos horéarios estabelecidos acima. Posteriormente, o material
coletado foi fixado em solucdo carnoy (etanol: acido acético, na proporcédo 3:1),
mantidos em temperatura ambiente por 24 horas e transferidos para freezer até o
preparo das laminas.
A estimativa da viabilidade do pdlen foi realizada com o corante carmim

acético 2%, Solucdo tripla de Alexander (Orange G, fucsina béasica, verde malaquita)
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e Lugol. O carmim acético indica a viabilidade do pdlen pela coloracdo vermelha
(Kearns e Inouye, 1993); o lugol indica a viabilidade pela coloragdo marrom (Dafni,
1992); na solugéo tripla de Alexander, indica a viabilidade pela presenca da cor
vermelha ou purpura no protoplasma (Alexander, 1980).

Foram preparadas cinco laminas para cada horario de coleta, sendo
contabilizados pelo método de varredura sob microscépio fotbmico binocular com
lente objetiva de 40x (BEL Fhotonics e Primo Star Zeiss), 250 gréos de pdélen por
lamina, totalizando 1.250 gréos de polen por horéario avaliado para cada corante.Os
gréos de polen foram classificados como normais/ viaveis (N/V) e anormais/ inviaveis
(A/l) de acordo com a reacgdo de coloracdo. Com os dados obtidos em cada horério,
calculou-se a porcentagem de pélens viaveis.

Para o preparo das laminas utilizou-se técnica de esmagamento das anteras
(Guerra e Souza, 2002), onde foi adicionada uma gota de corante sobre o material
contido na lamina, posteriormente coberto com uma laminula, e em seguida, as
laminas foram vedadas. As imagens de interesse foram obtidas por meio do
capturador de imagens acoplado ao fotomicroscopio Leica DMLB com o auxilio do
programa Leica IM50.

As analises estatisticas foram realizadas por meio do Intervalo de confianca,
analise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey a nivel 5% de
probabilidade com auxilio do Programa GENES (Cruz, 2008).

Receptividade estigmatica

A receptividade estigmatica foi avaliada nos cinco horéarios estabelecidos
anteriormente (01h, 04h, 07h, 10h e as 13h) durante trés dias consecutivos, sendo
avaliadas em cada dia 25 flores de P. cristalina (cinco em cada horario), totalizando
75 flores. Os estigmas foram retirados e imersos em agua oxigenada a 3% por trés
minutos para a observacdo da liberacdo de bolhas de ar, uma vez que a reacéo da
agua oxigenada com a enzima peroxidase, indica que o estigma esta receptivo,
segundo metodologia descrita por Zeisler (1938). A reacédo foi visualizada com o
auxilio de uma lupa de méao (10x).

A receptividade foi estimada de acordo com a intensidade de formacao de
bolhas na superficie estigmatica, sendo classificada em: 0, 25, 50, 75 e 100% de

atividade da reacdo com a peroxidase (Figura 7) . Para obter resultados confiaveis,
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estigmas danificados ou com polen na superficie ndo foram utilizados, evitando-se
obter resultado falso positivo. O efeito dos horérios sob a receptividade do estigma
foi observado com base no percentual médio em cada intervalo de observacédo e
através da analise de regressdo com a média geral das trés avaliacdes. Os dados
do grafico de Regressao foram obtidos através do Programa estatistico SISVAR

(Ferreira, 2003), e o gréfico confeccionado no Programa Microsoft Office Excel 2007.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Biologia Floral

A espécie P. cristalina comeca a abertura floral por volta da 01h da manha
(Figura 2B) e inicia o processo de senescéncia por volta das 13h do mesmo dia
(Figura 2C), tendo a antese com duracdo aproximada de 12h. As 04h, o perianto
esta parcialmente aberto, porém os érgaos reprodutivos florais, estigma e anteras ja
estdo totalmente expostos (Figura 2C). As sépalas e as pétalas estdo totalmente
expandidas as 07h (Figura 2D), permanecendo assim até o inicio da senescéncia
floral, por volta das 13h.

Resultados semelhantes foram obtidos por Sazima e Sazima (1978) ao
estudar P. mucronata, observou que a espécie apresentou uma antese noturna que
iniciou por volta da 01h as 02h, se estendendo até as 13h. Entretanto Britto (2013),
ao estudar individuos de P. cincinnata registrou para a espécie o inicio da antese por
volta de 5:15h, estando a flor totalmente aberta as 6:30h, com o fechamento das
flores as 19h, horario semelhante ao relatado por Duarte et al., (2009) ao trabalhar
com a mesma especie.

Espécies do género Passiflora apresentam periodos de abertura floral
diferentes, quase sempre curtos, dificiilmente passando de oito horas, sendo
geralmente o horario de antese e o fechamento das flores adaptadas aos periodos
de atividade dos polinizadores (Costa et al., 2009). Entretanto, espécies silvestres de
Passiflora apresentam um periodo de antese floral ampliado, como foi observado
neste estudo para P. cristalina e em estudos realizados por Faria, (2010) ao
trabalhar com P. capsularis L. e P. pohlii Mast., sendo que para ambas as espécies,

o periodo de antese floral perdurou por volta de 12horas.
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FIGURA 2: Estadios florais de P. cristalina determinados para as avaliacdes neste estudo.
(A) botdo em pré-antese; (B) Estadio | (01h) - Inicio da antese floral; (C) Estadio Il (04h) -
pétalas e sépalas parcialmente abertas com total exposicdo do estigma e anteras; (D e E)
Estadio lll (07h e 10h) - pétalas e sépalas totalmente abertas, e (F) Estadio V- inicio da
senescéncia floral (13h).

A flor de P. cristalina Vanderpl. & Zappi. é solitaria, sustentada por um
pedunculo, hermafrodita, actnomorfa, ciclica e homoclamidea. Apresenta trés
bracteas com glandulas. O calice € formado por cinco sépalas; dialissépala no tubo
floral esta localizada a camara nectarifera, coberta pelo opérculo e limitada
internamente pelo limen. A corola € pentamera e dialipétala. A corona é constituida
por duas séries de filamentos radiais, os estaminoides (Vanderplank e Zappi, 2011).

Os estames sdo sempre em numero de cinco e estdo unidas por suas
bases, formando uma membrana aderente ao androginéforo junto a insercdo do
ovario, as anteras sdo dorsifixas com deiscéncia longitudinal extrorsa e diteca;
gineceu com 3 estiletes que iniciam do centro do extremo superior do ovario e 0s
estigmas séo capitados. O gineceu quanto a soldadura é gamocarpelar, e quanto ao
numero de carpelos é tricarpelar, o ovério € elipséide ou alongado; unilocular e com
trés placentas parietais (Vanderplank e Zappi, 2011).

Quanto a reproducédo, P. Cristalina é uma espécie de cruzamento apta a
autogamia (Freitas, 2010; Silveira, 2012). Embora a espécie em estudo apresente

niveis de autogamia, a autopolinizacdo é dificultada pela movimentacdo dos 6rgaos
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reprodutivos, fazendo com que as flores sejam classificadas com comportamento
feminino ou masculino, estabelecendo uma barreira temporal para a polinizagdo em
estigmas receptivos, mas ndo uma barreira fisiolégica (Freitas, 2010).

Nas populagfes naturais de P. cristalina durante todo o periodo da antese,
foram encontradas flores com posicionamento dos estiletes erguidos (Figura 3A),
sendo estas funcionalmente masculinas, pois as abelhas ao visitarem as flores,
tocam as anteras, aderindo ao seu corpo, porém dificilmente entrando em contato
com os estigmas da mesma flor. Foram encontradas também flores com total
curvatura dos estiletes (Figura 3B), sendo estas funcionalmente femininas, pois o
posicionamento do estigma proximo as anteras facilita o contato dos dois 6érgaos
reprodutivos das flores pelo visitante floral e a deposicéo do polen da mesma flor no
estigma, propiciando assim a autopolinizacéo.

FIGURA 3: Detalhe do posicionamento dos 6rgdos reprodutivos na flor de P. cristalina. A)
Flor com comportamento masculino. B) Flor com comportamento feminino.

Viabilidade polinica

Os polens viaveis de P. cristalina ao serem submetidos ao teste
colorimétrico com solugéo tripa de Alexander apresentaram uma coloracdo roxa, e
0s polens invidveis apresentaram a coloracdo esverdeada (Figura 4 A e B). O

composto verde malaquita reage com a celulose da parede celular do pdlen e a
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fucsina acida com o protoplasma, refletindo a coloracdo purpura, enquanto que o
Orange G é um intensificador da coloracdo (Alexander 1980; Kearns & Inouye 1993).

Nos testes colorimétricos com carmim acético, os grdos de polen viaveis
apresentaram uma coloragdo vermelha intenso, enquanto 0s gréos inviaveis
mostram-se transparentes e néo corados (Figura 4 C e D). Esta coloracdo ocorre

devido a reacdo com o material genético existente no citoplasma como o DNA

(Pagliarini e Pozzobon, 2004).

A 30pm B 30pm

C 30pm D 30pum
E 30um F 30um

FIGURA 4: Testes colorimétricos em graos de poélen de P. cristalina: Polens corados com a
solucéo tripla de Alexander, pdélen viavel (A) e polen inviavel (B); Carmim acético, polen
viavel (C) e inviavel (D); Lugol, pdlen viavel (E) e inviavel (F).
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O corante lugol permitiu a distincdo dos polens viaveis e inviaveis de P.
cristalina (Figura 4 E e F), uma vez que essa coloragdo baseia-se em uma reacao
guimica entre o iodo e a molécula de amido, dando aos grédos de pélen viaveis uma
coloracdo marrom e aos inviaveis, devido a auséncia de amido, uma coloragdo

amarela-clara, e séo transparentes (Pagliarini e Pozzobon, 2004).

Os resultados da analise de variancia revelaram que houve diferenga entre
os horarios de coletas quanto a viabilidade polinica em ambos os corantes, a 1% de
probabilidade (Tabela 1).

TABELA 1: Resumo da analise de variancia de viabilidade polinica em funcéo de diferentes
horarios de coletas do grao de pdélen de P. cristalina.

QM
FV .
GL Alexander Lugol Carmim
Horarios 2 723,69 59,23 99,79
F - 21,87* 11,15* 16,92 **
Média - 91,84 95,55 94,73

** Significativo a 1% de probabilidade.

Em todos os trés testes colorimétricos utilizados, o horario que apresentou a
menor viabilidade polinica foi o das 13h, periodo em que inicia-se a senescéncia
floral (Tabela 2). O teste de média (Teste de Tukey) revelou diferencas estatisticas
significativas a 5%, entre os horarios de coletas para as estimativas de viabilidade
polinica nos trés corantes. Porém, todos os horarios apresentaram percentual médio
de viabilidade polinica acima de 70%, o que segundo Ruggiero et al. (1996) e Souza
et al. (2002), pode ser considerado um percentual alto para espécies do género
Passiflora.

Resultados semelhantes aos deste estudo foram obtidos por Souza et al.
(2002), onde foi observado que o0 maracujazeiro amarelo apresentou um alto
percentual de viabilidade polinica as 12h, mantendo um percentual médio até 19h.
Ja Brito (2013), ao avaliar P. quadrangularis e P. Cincinnata detectou uma alta
viabilidade das 09:30h até 12:30h. Em ambos os estudos, foi observada uma

reducédo do percentual de viabilidade polinica.
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TABELA 2: Porcentagem de viabilidade polinica de P. cristalina por meio da coloragdo com

Solucdo tripla de Alexander, Lugol, Carmim acético em diferentes horarios de coleta.

Corantes

Horérios Alexander Lugol Carmim
01lh 96,35 aB 97,39 aAB 97,71aA
04h 98,81 aA 94,67 abA 93,36 bcA
07h 95,79 aA 95,92 abA 95,57 abA
10h 93,68 aB 97,20 aA 95,97 abA
13h 79,60 bB 92,59 bA 91,04 cA

Média 92,85 95,55 94,73

As letras mindsculas comparam os horarios dentro de cada corante e as letras mailsculas
comparam as médias no mesmo horario entre os corantes pelo teste de Tukey em nivel de
5% de probabilidade.

Os resultados demonstraram que independente dos corantes utilizado neste
estudo, foi obtida uma alta viabilidade polinica de P. cristalina Vanderpl. & Zappi,
com um percentual médio de 92,85% para solucao tripla de Alexander, 95,55 % para
lugol e de 94,73% para o carmim acético. Souza et al., (2004) ao analisar a
viabilidade polinica de Passiflora silvestres com auxilio do Lugol, observou um alto
percentual de viabilidade polinica com 99,55%.

O corante reativo de Alexander revelou um menor percentual de viabilidade
polinica (91,85%) e um maior intervalo de confianca a 95 % (Figura 5). Enquanto o
corante carmim acético e o lugol apresentaram um maior percentual de viabilidade
polinica 94,73% e 95,55%, respectivamente.

O estudo da viabilidade dos graos de polen é de primordial importancia em
trabalhos na area agricola e na biotecnologica, avaliar anormalidades meidticas, e
consequentemente, a infertilidade do podlen, auxiliar na selecdo de materiais
genéticos e fazer inferéncias sobre as dire¢cbes dos possiveis cruzamentos (Techio,
2002). A relacdo entre o pdlen e o estigma depende da viabilidade dos graos de
polen, da receptividade do estigma e das alteracbes genéticas entre as partes

(Bueno e Cavalcante, 2001).
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FIGURA 5: Intervalo de confianca a 95% obtidos através de testes colorimétricos com
Carmim acético, solucao tripla de Alexander e Lugol.

Através da avaliacdo da viabilidade polinica pode ser recomendada a coleta
de podlen de P. cristalina em todo o periodo que a flor encontra-se aberta, com
excecdo das 13 h, periodo em que foram observadas as menores taxas de
viabilidade polinica. Porém, um fator importante a ser considerado € a quantidade de
graos de polen, pois alguns polinizadores ao visitarem a flor do maracuja entram em
contato com as anteras e derrubam o polen das flores, até mesmo a acdo do vento
pode ocasionar a reducdo dos gréos de polen nas flores. Observa-se que, apesar da
viabilidade ser alta em todo o periodo floral, recomenda-se que a coleta de pdlen

nas flores seja realizada logo nos primeiros horarios da abertura da flor, entre 04h e
10h.

Receptividade estigmatica

Os estigmas de P. cristalina apresentaram-se receptivos em todas as fases
florais obtendo as maiores médias no horario das 07h com um percentual de
81,67% e as 10h de 86,67%, o menor percentual médio foi encontrado as 13h com

68,33%, como pode ser observado na Tabela 3 e Figura6 e 7.
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TABELA 3: Percentual médio da receptividade estigméatica em flores de P. cristalina
provenientes de diferentes estadios florais.

Receptividade estigméatica
Horarios 1° avaliacdo (%) 2° avaliacdo (%) 3° avaliacdo (%) Média (%)

O1lh 55 75 85 71,67
04 h 90 90 55 78,33
07 h 60 90 95 81,67
10 h 85 90 85 86,67
13 h 50 65 90 68,33

Estudos realizados por Fonseca (2005) em diferentes horarios ao estudar
P. morifolia, observou que os melhores indices de receptividade foram obtidos entre
9 as 13 h, enquanto que, em P. suberosa, os melhores resultados foram os de 7 h.

100
y=-3.4524x?+20.881x+52.667
R?=0.7597 %
90 A
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60 T T T 1
01h 04 h 07h 10 h 13h

FIGURA 6: Receptividade estigmatica de P. cristalina em cinco diferentes horarios de
coleta.
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FIGURA 7: Receptividade do estigma. A) Flor de P. cristalina; B) 01h - 50% receptividade;
C) 04h - 50%receptividade; D) 07h - 75% receptividade; E) 10h - 100% receptividade; F) 13h
- 25% receptividade.

Os resultados deste estudo revelam que o melhor periodo para as
polinizagcbes manuais sdo entre 7-10 h. Sendo assim, conhecer o periodo que o

estigma encontra-se receptivo ao grao de podlen, é fundamental para garantir o
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sucesso em experimentos de hibridacdo e em todo e qualquer procedimento que
ocorra polinizagao artificial (Bruckner et al., 1995).

A receptividade estigmatica em P. cristalina tende aumentar a partir do inicio
da antese floral, atingindo uma receptividade maxima as 10h com 86,67 % e ap0s
este horario ocorre uma reducdo na receptividade estigmatica, atingindo o
percentual de 68,33% as 13h (Figura 6).

CONCLUSOES

A espécie P. cristalina inicia a abertura floral por volta da 01h da manhé e a
senescéncia ocorre aproximadamente por volta das 13h do mesmo dia com uma
duracdo da antese floral aproximada de 12h. As flores sdo hermafroditas, porém
possuem comportamento feminino ou masculino, com base na movimentacao e
posicionamento dos estiletes. A espécie apresentou um alto percentual de
viabilidade polinica e receptividade estigmatica independente da fase floral avaliada,
exceto para o horario da 13h, onde houve uma reducéo tanto na viabilidade polinica
guanto na receptividade estigmatica. Com base nos resultados de viabilidade
polinica e receptividade do estigma, recomenda-se que as polinizagdes manuais na

espécie sejam realizadas nos horarios das 04h as 10h.

63



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ABREU,P. P.; SOUZA ,M.M.; SANTOS,E.A.; PIRES,M.V. Passion flower hybrids and
their use in the ornamental plant market: perspectives for sustainable development
with emphasis on Brazil. Euphytica.166: 307-315. 2009.

AKAMINE, E.K.; GIROLAMI, D.G. Pollination and fruit set in yellow passion fruit.
Havai: Hawaii Agric. Exp. Sta. (Tech. Bull. n® 39). 1959. 44 p.

ALEXANDER, M.P. A versatile stain for pollen fungi, yeast and bacteria. Baltimore.
Stain Technology.55: 13-18. 1980.

BERNACCI, L.C.; CERVI, A.C.; MILWARD-DE-AZEVEDO, M.A.; NUNES, T.S,;
IMIG, D.C.; MEZZONATO, A.C. Passifloraceae in. Lista de Espécies da Flora do
Brasil.  Jardim Botanico do Rio de Janeiro. Disponivel  em:
<http://www.floradobrasil.jbrj.gov.br/jabot/floradobrasil/FB182>. Acesso em:. 11,
dezembro, 2014.

BUENO, D. M.; CAVALCANTE, K. L. Estudo da viabilidade de graos de polen de
flores de meldo (Cucumis melo L.). Fortaleza, Ceara. 2001.

BLEICH, M. E.; ROBOREDO, D.; SILVA, E. P.; BERGAMASCO, S. M. P. P.
Caracterizacao limnoldgica de riachos de cabeceira em Alta Floresta-MT: subsidios
para avaliacdo da eficacia de acdes de recuperacdo de areas riparias degradadas.
In: Simpdsio processos ecoldgicos, eestauracdo e ecovaloracdo em Zonas Riparias.
Anais. Brasilia, AQUARIPARIA/UnB/EMBRAPA.Verséo eletronica. 2012. 35p.

BRITTO, F.F. Progénies hibridas de maracujazeiros do cruzamento de
Passiflora cincinnata Mast. X Passiflora Quadrangularis Linn. Vitéria da
Conquista, Bahia. Universidade do Sudoeste da Bahia. 2013. 99p. (Dissertacao-
Mestrado em Agronomia).

BRUCKNER, C.H.; CASALI, V.W.D.; MORAES, C.F.; REGAZZI, A.J.; SILVA, E. A.M.
Self-incompatibilidade in passion fruit (Passiflora edulis Sims). Acta Horticulturae,
The Hague. 370: 45-57. 1995.

CRUZ, C.D. Programa Genes: diversidade genética. Vicosa: UFV. 2008. 278p.

DAFNI, A. Pollination ecology: a pratical approach. New York: Oxford University
Press. 1992.250p.

DAFNI, A.; MAUES, M. M. A rapid and simple procedure to determine stigma
receptivity. Sexual Plant Reproduction. 11:177-180. 1998.

DUARTE, M. O. ; ALVES, M. F. ; SILVA, L. O.; YAMAMOTO, M.; BARBOSA, A. A
A.; OLIVEIRA, P. E. A. M. DE; SANO, S. M. Biologia Reprodutiva de trés espécies
de Passiflora L. (Passifloraceae) em Uberlandia, MG, Brasil. In: IX Congresso de
Ecologia do Brasil, 9, S&o Lourenco (MG).Anais .Sao Lourencgo, CD. 2009.

64



FARIA, F.S; STEHMANN, J.R. Biologia reprodutiva de Passiflora capsularis L. e
Passiflora pohlii mast. (Decaloba, Passifloraceae). Acta botanica brasileira. 24:
262-269. 2010.

FERREIRA, D. F. SISVAR 4.6 Sistema de Analises Estatisticas. Lavras: UFLA,
2003.

FERREIRA, F. R. Germoplasma de Passiflora no Brasil. In: SAO JOSE, A. R. (Ed.)
Maracuja: producdo e mercado. Vitoria da Conquista: Universidade Estadual do
Sudoeste da Bahia. 1994. p. 24-26.

FONSECA, J. W. S.; BELO, G. de O.; ROZA, F. A.; CRUZ, T,V,. VIANA, A J. C,
SOUZA, M. M. Receptividade do estigma e polinizacdo in vivo, associada &as
caracteristicas do fruto em espécies silvestres de Passiflora como subsidio para
programas de hibridag&o. In:SEMINARIO DE INICIACAO CIENTIFICA DA UESC,
llhéus, BA. Resumo. p.118-119. 2005.

FREITAS, E. J. Reprodutiva e germinacédo de Passiflora cristalina Vanderpl. &
Zappi em fragmentos florestais no perimetro urbano do municipio de Alta
Floresta-MT. Alta Floresta, Mato Grosso. Universidade do Estado de Mato Grosso.
2010. 73p.(Monografia-Graduagéo em Licenciatura plena em Ciéncias bioldgicas).

GUERRA, M.; SOUZA, M. J. Como observar cromossomos. Ribeirdo Preto: Ed.
Funpec. 2002. 131p.

HOFFMANN, M. Polinizacdo do maracuja amarelo Passiflora edulis f. flavicarpa Deg.
In. MANICA, |. (Ed.). Maracuja: temas selecionados.Porto Alegre: Cinco
Continentes.1997. p. 58-70.

IBGE — INSTITUTO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA. Manual técnico da
vegetacado brasileira. 2. ed. Rio de Janeiro: Departamento de Recursos Naturais e
Estudos Ambientais/IBGE.2012. 271p.

KEARNS, C. A.; INOUYE, D. W. Techniques for pollination biologists. Niwot,
Colorado: University Press. 1993. 559p.

KOPPEN,W. Das geographische system der Klimate. Handbuch de klimatologie,
bortraeger, Berlim, 1938.44p.

KRISHNAKUMAR, M. P.; VALSALAKUMARI, P. K.; ARAVINDAKSHAN, M. Pollen
production, fertility and viability in different nodes of the banana -cultivars.
Agricultural Research. 30:53-57. 1992.

LOUREIRO, R.L.; DIAS, A.A;; MAGNAGO, H. Vegetacdo. In. RADAMBRASIL.
Levantamento de Recursos Naturais, Folha Sc. 21 Juruena - Rio de Janeiro MME.
1980. p.325- 376.

MAUES, M. M.; COUTURIER, G. Biologia floral e fenologia reprodutiva do camu-
camu (Myrciaria dubia (H.B.K.) McVaugh, Myrtaceae) no Estado Pard, Brasil.
Revista Brasileira de Botanica. 25: 441-448. 2002.

65



MENZEL, C.M.; WINKS, C.W.; SIMPSON, D.R. Passion fruit in Queensland.3.
Orchard management. Brisbane.Queensland Agricultural Journal. 115:155-164.
1989.

OCAMPO, J.P.; COPPENS, D.G.; RESTREPO, M.; JARVIS, A; SALAZAR, M,
CAETANO, C. Diversity of colombian Passifloraceae: biogeography and an
updated list for conservation. Biota Colombiana. 2007. p.1-45.

PAGLIARINI, M. S., POZZOBON, M. T. Il Curso de citogenética aplicada a
recursos genéticos vegetais. Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia-
Distrito Federal. 2004.

PREFEITURA MUNICIPAL DE ALTA FLORESTA. Estado de Mato Grosso. 2013.
Disponivel em: http://www.altafloresta.mt.gov.br/geografia/ Acesso em: 20 de
dezembro de 2013.

RUGGIERO, C.; SAO JOSE, A. R.; VOLPE, C. A.; OLIVEIRA, J. C.; DURIGAN, J. F.;
BAUMGARTNER, J. G.; SILVA, J. R.; NAKAMURA, K.; FERREIRA, M. E.; KAVATI,
R.; PEREIRA, V. P. Maracuja para exportacao: aspectos técnicos da producao.
Brasilia: EMBRAPA-SPI.1996.64p.

SANTOS, L.F., OLIVEIRA, E.J., SILVA, A.S., CARVALHO, F.M., COSTA, J.L.,
PADUA, J.G. ISSR markers as a tool for the assessment of genetic diversity in
Passiflora. Biochemical genetics. 49: 540-554. 2011.

SAZIMA, |.; SAZIMA, M. Bat pollination of the passion flower, Passiflora mucronata,
in southeastern Brazil. Biotropica. 10:100-109. 1978.

SEPLAN. Zoneamento soOcio-econémico-ecoldgico do Estado de Mato Grosso.
Cuiaba: Secretaria do Planejamento, 2000. 300p.

SILVA, L. M. M;AGUIAR, |I. B.; VIEGAS, R. A.; MENDONCA, |. F. C. Biologia
Reprodutiva de Cnidosculus juercifolius Pax & K. Hoffm (Euphorbiceae). Revista de
biologia e ciéncias daterra. 6: 1-10. 2006.

SILVEIRA, G. F.; Sistema reprodutivo de duas espécies de Passiflora nativas da
Amazdnia Meridional. Alta Floresta- Mato Grosso, Universidade do Estado de Mato
Grosso. 2012.40p. (Monografia-Licenciatura em Ciéncias Bioldgicas).

SIQUEIRA, K. M. M.; KIILL; L. H. P.; C. F. M.; LEMOS; I. B.; MONTEIRO; S. P.;
FEITOZA, E. de A.. Ecologia da polinizacdo do maracuja-amarelo, na regido do vale
do submédio Sao Francisco. Jaboticabal.Revista Brasileira de Fruticultura. 31: 1-
12. 20009.

SOUZA, M. M.; PEREIRA, T. N. S.; MARTINS, E. R. Microsporogénese e
microgametogénese associadas ao tamanho do botéo floral e da antera e viabilidade
polinica em maracujazeiro-amarelo (Passiflora edulis sims f. flavicarpa degener).
Lavras.Ciéncia e agrotecnologia. 26:1209-1217. 2002.

66



SOUZA, M. M., PEREIRA, T. N. S., VIANA, A. P., PEREIRA, M. G., AMARAL JR., A.
T. E MADUREIRA, H. C. Flower receptivity and fruit characteristics associated to
time of pollination in the yellow passion fruit Passiflora edulis Sims f. flavicarpa
Degener (Passifloraceae). Scientia Horticulturae.101:373-385. 2004.

ULMER, T.; MACDOUGAL, J.M. Passiflora - Passion flowers of the world.
Portland, Timber Press. 2004.

TECHIO, V. H. Meiose e andlise genbmica em Pennisetum spp. Lavras.
Universidade Federal de Lavras. 2002. 104p. (Tese-Doutorado em Genética e
Melhoramento de Plantas).

VANDERPLANK. J.; ZAPPI, D. Passiflora cristalina, a striking new species of
Passiflora (Passifloraceae) from Mato Grosso, Brazil. Kew Bulletin. 66: 149-153 .
2011.

VASCONCELLOS, M.A.S.; CEREDA, E.; ANDRADE, J.M.B.; BRANDAO FILHO,
J.U.T. Desenvolvimento de frutos do maracujazeiro-doce (Passiflora alata Dryand),
nas condi¢cdes de Botucatu-SP. Cruz das Almas. Revista Brasileira Fruticultura.
15: 153-158.1994.

VARA PRASAD, P.V.; Craufurd, P.Q.; e Summerfield, R.J.; Fruit number in relation
to pollen production and viability in Groundnut exposed to short episodes of heat
stress. Annals of Botany. 84: 381-386.1999.

VIDAL, W. N.; VIDAL, M. R. R. Botanica — Organografia: Quadros sinoticos
ilustrados de fanerégamos 42 ed. UFV, 2000.

ZEISLER, M. Uber die Abgrenzung der eigentlichen Narbenfliche mit Hilfe von
Reaktionen. Cassel.Beihefte zum Botanische Zentralblatt. 58: 308-318, 1938.

67



5. CONCLUSOES GERAIS

Os marcadores SSR e os marcadores morfolégicos foram eficientes no
estudo da variabilidade genética dos gendtipos de P. cristalina, com contribuicdo
importante na caracterizacao da diversidade. A avaliagdo do potencial reprodutivo e
diversidade genética desses gendtipos em populagfes naturais contribuird para a
elaboracdo de acbes que visem a conservacdo e o0 uso de forma mais eficiente
deste recurso genético.

A diversidade genética de P. cristalina apresentou uma maior variabilidade
genética a nivel intrapopulacional do que interpopulacional, o que pode estar
correlacionado com o sistema de reproducao da espécie.

As caracteristicas morfolégicas de maior contribuicdo para a variabilidade
genética dos genodtipos de P. Cristalina foram: peso fresco do fruto, comprimento do
estigma, comprimento dos filamentos da corona, largura do fruto, largura da pétala e
peso da polpa. Portanto, estes caracteres sao considerados 0s mais responsivos
para a selecdo de genotipos da espécie em estudo.

A espécie apresentou um alto percentual de viabilidade polinica e
receptividade estigmatica independente da fase floral avaliada, exceto para o horario
das 13h, onde houve um decréscimo tanto para a viabilidade polinica quanto para a
receptividade estigmatica. Com base nos resultados de viabilidade polinica e
receptividade do estigma, recomenda-se que as polinizacdes manuais na espécie
sejam realizadas entre as 04h e 10h.

Portanto, tais estudos sdo de extrema importancia para a conservacao,
caracterizacao e prospeccao da espécie, uma vez que a P. Cristalina € uma espécie

ainda ndo domesticada, descrita recentemente e pouca estudada.
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