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RESUMO
FERREIRA, Amanda Fernanda Nunes; M. Sc.: Universidade do Estado de Mato

Grosso; fevereiro de 2017. Fenotipagem digital de sementes e marcadores
morfoagronomicos e moleculares aplicados em familias de irmaos completos
de maracujazeiro azedo. Professor Orientador: Willian Krause. Coorientadora: Celice

Alexandre Silva.

Para estimar a divergéncia genética tem-se observado a utilizagdo de marcadores
moleculares e descritores morfoagronémicos. O uso das técnicas multivariadas € um
dos fatores que tem impulsionado o aumento nos estudos sobre divergéncia genética.
Diversas metodologias que visam o uso de algoritmos multivariados como a utilizagéo
da metodologia Ward-MLM (Modified Location Model). Diante do exposto, este
trabalho teve como objetivo estimar a divergéncia genética em uma populacdo de
maracujazeiro azedo sob selecdo recorrente, utilizando a fenotipagem digital das
sementes, descritores morfoagrondomicos e moleculares com base na metodologia
Ward-MLM, a fim de subsidiar o programa de melhoramento genético do
maracujazeiro da Universidade do Estado do Mato Grosso. O experimento foi
instalado no més de setembro de 2014 na area experimental da Universidade do
Estado do Mato Grosso, localizada no municipio de Tangara da Serra. O delineamento
experimental adotado foi o de blocos casualizados, com trés repeticdes, e trés plantas
por parcela. Foram avaliadas 35 FIC, foram utilizadas 50 sementes por FIC para a
andlise digital. Para a analise de divergéncia genética, foram avaliadas 23 variaveis
morfoagrondémicas qualitativas e 13 quantitativas, 17 variaveis da analise digital de
imagens. Para a andlise molecular foram coletadas nove folhas jovens de cada FIC
para extragdo de DNA. Para a quantificacdo da divergéncia genética foi adotado o
método Ward-MLM. As 17 variaveis de sementes obtidas via analise digital de
imagens séo Uteis como variaveis adicionais na avaliacdo da variabilidade genética

entre familias de irméaos completos no maracujazeiro azedo. A estratégia Ward-MLM
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foi eficiente na deteccédo da divergéncia entre as familias de irmaos completos de
maracujazeiro azedo. Na analise observou-se a formacdo de quatro grupos
determinando que ha variabilidade entre as FIC selecionadas. Foram selecionadas 20
familias de irméos completos para a etapa de recombinacdo permitindo a manutencéo
da variabilidade genética na nova populacdo de maracujazeiro azedo e,
consequentemente, ganhos nas geracfes seguintes para as principais caracteristicas
sob selecéo.

Palavras-chave: Metodologia Ward-MLM, Passiflora edulis Sims., divergéncia

genética.
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ABSTRACT
To estimate the genetic divergence the use of molecular markers and
morphoagronomic descriptors has been observed. The use of multivariate techniques
is one of the factors that has driven the increase in genetic divergence studies. Several
methodologies aiming at the use of multivariate algorithms such as the use of the Ward
- MLM (Modified Location Model) methodology. In view of the above, this work aimed
to estimate the genetic divergence in a sour passion fruit population under recurrent
selection, using digital seed phenotyping, morphoagronomic and molecular descriptors
based on the Ward-MLM methodology, in order to subsidize the breeding program of
the passion fruit of the State University of Mato Grosso. The experiment was installed
in September 2014 in the experimental area of the State University of Mato Grosso,
located in the municipality of Tangarda da Serra. The experimental design was
randomized blocks, with three replications, and three plants per plot. 35 FIC were
evaluated, 50 seeds per FIC were used for the digital analysis. For the analysis of
genetic divergence, we evaluated 23 qualitative and 13 quantitative morphoagronomic
variables, 17 variables of the digital image analysis. For the molecular analysis, nine
young leaves of each FIC were collected for DNA extraction. For the quantification of
genetic divergence, the Ward-MLM method was adopted. The 17 seed variables
obtained through digital image analysis are useful as additional variables in the
evaluation of genetic variability among families of complete sibs in the passion fruit
sour. The Ward-MLM strategy was efficient in detecting the divergence between the
families of full sibs of sour passion fruit. In the Ward-analysis the formation of four
groups was observed determining that there is variability among the selected CIFs.
Twenty families of complete siblings were selected for the recombination stage,
allowing the maintenance of genetic variability in the new sour passion fruit population
and, consequently, gains in subsequent generations for the main characteristics under

selection.

Key words: Ward-MLM Methodology, Passiflora edulis Sims., Genetic Divergence
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1. INTRODUCAO

O maracujazeiro azedo (Passiflora edulis Sims.) é cultivado em todo o
territério nacional porque as regides tem condi¢fes climéticas favoraveis ao cultivo
devido o Brasil ser o maior consumidor desta fruta, tanto para o consumo in natura
como para industria de processamento (Santos et al., 2009). De acordo com Maito
(2016), das 805 mil toneladas da producdo de maracuja, 93% esta concentrada na
américa do sul (Brasil, Equador, Peru e Coldmbia), sendo que desta estimativa 70%
da producdo encontra — se no Brasil. Dessa forma, o Brasil € o principal produtor
mundial de maracuja. No estado do Mato Grosso a produtividade foi de 19.600 kg ha
1 em 2014 (IBGE, 2014), sendo considerada baixa quando comparada com a
produtividade de Cavalcante et al. (2016), utilizando cultivares melhoradas em
condigbes experimentais no mesmo estado, onde obteve 25.958 kg ha'! de
produtividade. A baixa produtividade ndo é causada apenas manejo inadequado, mas
principalmente pela falta de cultivares adaptadas as condicdes edafoclimaticas do
estado.

Logo, o desenvolvimento de um programa de melhoramento genético da
cultura do maracujazeiro-azedo, ird propiciar o lancamento de novas cultivares mais
adaptadas e produtivas as condi¢des do estado. Assim, o programa de melhoramento
genético de maracujazeiro destacado por Silva et al. (2012) é a selecdo recorrente
intrapopulacional. A selecéo recorrente intrapopulacional € um processo ciclico que
envolve basicamente a aquisicdo de progénies, avaliacdo e recombinacdo dos
melhores individuos com objetivo de aumentar a frequéncia dos alelos favoraveis e
manter a variabilidade genética dentro da populacao (Hallauer, 1985). A variabilidade
genética dentro da populacdo € necessaria para obter ganhos genéticos nos ciclos
subsequentes de selecdo. Para isto, pode-se recombinar, dentre os genétipos
selecionados, somente os mais divergentes (Reis et al., 2011).

Para estimar a divergéncia genética tem-se observado a utilizagdo dos
descritores morfoagrondmicos. Os descritores morfoagronbmicos tem sido
empregados em diversos trabalhos tais como Machado et al. (2015), que em seu
trabalho com base em descritores morfoagrondmicos quantitativos e qualitativos
estimou a divergéncia genética de uma cole¢édo de germoplasma de maracuja.

Baseado neste contexto, para utilizar desta metodologia é necessario,

mensurar diversas partes da planta como folha, flor, fruto e sementes. A semente é 0
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ovulo fecundado e desenvolvido das plantas e sua importancia esta relacionada a
reproducao e dispersdo. Portanto a fenotipagem deste érgao é de extrema relevancia
nos programas de melhoramento genético, visto ser possivel determinar a diversidade
genética para variaveis de sementes (Gustin e Settles, 2015). Outro fator de extrema
importancia para o melhoramento genético, pode- se destacar o processo de sele¢cao
recorrente, no qual o objetivo principal desta técnica é a concentracdo de alelos
favoraveis contribuindo na manutencéo a variabilidade genética de uma determinada
populacdo. E comum o uso da selecdo recorrente em plantas como: arroz, aveia,
cevada, trigo, feijdo, soja, tomate dentre outras. Em relacdo o uso da selecao
recorrente no maracuja Reis et al. (2011), enfatiza que apesar dessa técnica ser um
método de melhoramento intrapopulacional que apresenta sucesso na selecao de
genaotipos superiores, ainda tem seu uso restrito na cultura do maracujazeiro. O
mesmo explica que este processo permite o aumento gradual da frequéncia dos alelos
favoraveis, nao reduzindo a variabilidade genética da populacdo. Porém, a selecdo
recorrente também provoca mudancas nas frequéncias alélicas, na distribuicdo da
variabilidade genética, ocasionando mudancas na estrutura genética da populagéo
original. Alguns trabalhos vem sendo desenvolvidos através do uso dessa técnica,
Cavalcante (2017) realizou seu trabalho referente a selecéo precoce e avaliacao de
gendtipos melhorados de maracujazeiro azedo, onde o objetivo foi verificar se a
selecéo pode ser utilizada para selecionar plantas superiores de maracujazeiro azedo,
podendo assim acelerar os processos de avaliacao e descarte de gendtipos de baixa
qualidade.

O uso de novas tecnologias para ambientes controlados como técnicas de
espectroscopia, termografia, tomografia, fluorescéncia, discriminacdo por isétopos e
imagens digitais estdo sendo empregadas visando a acuracia e rapidez das
mensuracdes fenotipicas para melhor caracterizacdo (Santos e Yassitepe, 2014).
Como resultado, caracteristicas que nunca foram mensuradas antes ou somente em
situacdes especificas estdo comecando a ser medidas com maior frequéncia (Fiorani
e Schurr, 2013) e de maneira facil como as caracteristicas relacionadas ao tamanho
da semente, cor, forma e textura. Verona et al. (2007) também concluiram que o uso
de analise de imagens € um método rapido, gastando menos de um minuto para
digitalizacao e medicéo.

A analise digital de imagem de sementes vem sendo utilizada para a

identificacdo de cultivares, determinagdo de sementes de diferentes cores, danos
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mecanicos e de classificacdo de diferentes tamanhos de sementes (Verona et al.,
2009; Kara et al., 2013; Pinto et al., 2015; Andrade et al., 2016). Entretanto, ainda néo
se tem informacdes sobre a utilizagdo de imagem digital para mensuragao de
caracteristicas da semente como tamanho, forma, textura e cor aplicadas na
quantificacdo da diversidade genética no maracujazeiro azedo.

Outra forma de estimar a divergéncia genética é através do uso de marcadores
moleculares, e entre estes marcadores destaca-se 0s ISSR- Inter Simple Sequence
Repeats, que vem sendo aplicados em diversos trabalhos tais como Santos et al.
(2011) que avaliaram o potencial de marcadores ISSR no cruzamento de
maracujazeiro azedo e observaram que os resultados foram satisfatorios e que os
marcadores ISSR podem ser Uteis para estudos de diversidade genética, para
fornecer informacdes acerca de selecdo de gendtipos e auxiliar em estratégias de
melhoramento e conservacao.

Para a quantificacdo da diversidade genética o uso das técnicas multivariadas
€ um dos fatores que tém impulsionado 0 aumento nos estudos sobre divergéncia
genética. Diversas metodologias que visa 0 uso de algoritmos multivariados vem
sendo empregadas, como a utilizacdo da metodologia Ward — MLM (Ward Modified
Location Model), utilizando diferentes tipos de informacdes como caracteristicas
qualitativas e quantitativas. Deste modo, o estudo da divergéncia genética através dos
marcadores morfoagronémicos utilizando a metodologia Ward —MLM tem sido
abordada em diversas culturas, como: na selecdo de descritores para acessos de
bananeira (Brandao, 2013), na utilizacdo para quantificar dissimilaridade genética em
cultivar de banana da terra (Reis et al., 2015) e em goiabeira (Campos et al., 2013),
bem como em Passiflora (Melo et al., 2015) para avaliar a variacdo em quatro
progénies de retrocruzamento em Passiflora.

Nesse contexto, a metodologia Ward-MLM é uma técnica util para detectar
divergéncia genética e agrupar genotipos utilizando descritores morfoagronémicos e
também moleculares.

Diante do exposto, este trabalho teve como objetivo estimar a divergéncia
genética em uma populacdo de maracujazeiro azedo sob selecdo recorrente,
utilizando a fenotipagem digital das sementes, descritores morfoagronémicos e
moleculares com base na metodologia Ward-MLM, a fim de subsidiar o programa de

melhoramento genético do maracujazeiro da Universidade do Estado do Mato Grosso.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Selecéao recorrente intrapopulacional

A selecdo recorrente foi proposta por Hull (1945), e é considerada um processo
ciclico, onde envolve algumas etapas de melhoramento como: a obtencdo de
genotipos, avaliacdo e a recombinacdo dos melhores gendtipos. Através da selegcéo
recorrente pode-se aumentar a frequéncia dos alelos desejaveis para a caracteristica
determinada e dessa maneira melhorar a expressao fenotipica do carater sob selecao,
mantendo a variabilidade genética a niveis apropriados para permitir ganhos
genéticos nos proximos ciclos (Hallauer, 1985).

O uso desta técnica foi desenvolvido por alguns pesquisadores na obtencéo
da qualidade de uma determinada populagédo. Inocencio (2007), utilizou —se da
selecao recorrente com objetivo de avaliar a eficiéncia na reducéo da altura de plantas
de mamona da cultivar Guarani buscando formas de melhorias na colheita do produto.
O desenvolvimento do processo foi realizados através de quatro ciclos de selecéo
recorrente com a utilizacdo de progénies autofecundadas na cultivar Guarani para
reducdo da altura das plantas. Ao final da pesquisa observou-se a reducao na altura
das plantas com o desenvolvimento do ciclos de sele¢édo, confirmando a hipotese de
variabilidade genética para altura das plantas cultivar Guarani. Kist (2006), em sua
pesquisa buscou método de melhorar as variedades de milho da regido Oeste de
Santa Catarina. Para isto, utilizou-se do ciclo de selecéo recorrente convergente —
divergente de familias de meios- irmaos a partir da populacao de milho MPA1, como
unidade de selecado e recombinacdo no processo ciclico de desenvolvimento de uma
nova populacéao.

De acordo com Souza Junior (2001) esse tipo de selecdo é usado em
programas de melhoramento, para que, dessa forma, com o passar dos ciclos de
selecdo, o desempenho médio da populagdo melhore, permitindo que cada ciclo
possa ser utilizado como fonte de novas linhagens. A selegcéo recorrente pode ser
classificada em duas categorias: selecdo recorrente intrapopulacional e
interpopulacional.

Na selecao recorrente intrapopulacional o objetivo é melhorar as performances
per se das populagdes, enquanto na interpopulacional o objetivo € o melhoramento

do cruzamento de duas populagbes (Hallauer, 1985). De acordo com Borém et al.
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(2009), os metodos intrapopulacionais, em geral, sdo mais comumente utilizados do
que os interpopulacionais, pois sdo de mais facil execucéo e aplicaveis a maioria das
caracteristicas agronémicas.

Cada ciclo da selecéo recorrente intrapopulacional € constituido de quatro
etapas: obtencdo de progénies, avaliacdo das progénies, selecdo de progénies,
recombinacdo da progénies. A fase de obteng&o de progénies € obtida coletando-se
sementes de planta mée fertilizada de pdlen de outras plantas da populacao,
avaliacdo através em experimento com repeticdes, selecdo das progénies superiores
e recombinacdo destas (Souza Junior et al., 2001). Na avaliacdo de progénies deve
ser realizado em ensaios envolvendo repeti¢cdes e locais, por meio de delineamento
experimental apropriado. Na etapa de selecado progénies € baseada em médias ou
totais de parcelas, pode ser truncada ou combinada . Truncada somente um carater e
combinada mas de um carater. A intensidade de selecao varia de 10 a 20% (Gabrel,
2006).

Na etapa de recombinacao, a variabilidade genética é o ponto de partida para
0 sucesso dos programas de melhoramento, sendo maximizada pelo intercruzamento
dos gendtipos mais divergentes, associados as caracteristicas agronémicas de
interesse para a selecao (Ertiro et al., 2013). No processo de melhoramento genético,
sdo avaliados gendtipos, buscando-se identificar gendétipos superiores e divergentes
para caracteristicas de interesse, 0s quais serdo destinados a recombinacao
(Guimardes et al.,, 2016). Nesta Ultima etapa, é essencial que as progénies
selecionadas sejam divergentes suficientes para assegurar o restabelecimento de
variabilidade genética no processo de recombinacédo, garantindo a continuidade dos
préximos ciclos (Reis et al., 2012). De acordo com Souza Junior (2001), cada ciclo so

termina com a recombinacao das progénies que originardo a nova populacao.

A selecédo recorrente intrapopulacional na cultura do maracujazeiro vem sido
utilizado pela Universidade Estadual Norte Fluminense Darcy ribeiro (UENF) com o
objetivo de se obter gendétipos adaptados para as regides norte e noroeste do estado
do Rio de Janeiro e divergentes para recombinacao utilizando a selec&o recorrente
intrapopulacional, o programa de melhoramento do maracujazeiro da (UENF) teve
inicio em 1998, inicialmente houve a coleta de gendétipos em trés regides produtoras
e distintas do estado do Rio de Janeiro (Viana et al., 2003, 2004) e posteriormente

foram selecionadas e recombinadas os genotipos com caracteristicas superiores e
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divergentes entre si e a partir disso Viana et al. (2016), depois de trés ciclos de
selecao recorrente, testaram uma populacdo de maracujazeiro azedo, e essa
populacdo obteve um rendimento de 25 toneladas ha™? e caracteristicas fisicas e
qguimicas com potencial de uma cultivar comercial para as regides norte e noroeste
do estado do Rio de Janeiro, assim foi lancado a cultivar UENF Rio Dourado.
Analogamente em 2009 a Universidade do Estado do Mato Grosso iniciou o0 programa
de melhoramento genético do maracujazeiro azedo com objetivo de se obter

genatipos adaptados as condi¢cdes edafoclimaticas da regido mato-grossense.

2.2. Divergéncia genética no maracujazeiro azedo com base em descritores
morfoagrondmicos e moleculares

A divergéncia genética é a distancia genética entre populacdes, individuos ou
organismos, tomando por base uma série de caracteristicas, que podem ser
morfoagronémicas, fisioldgicas, bioquimicas, polimorfismo de DNA, entre outras
(Amaral Janior et al., 2010). A divergéncia genética, assumida como a expressado da
dissimilaridade entre individuos, é uma das principais responsaveis pelo sucesso de
um programa de melhoramento (Estopa, 2003). A divergéncia genética é utilizada nao
apenas para selecionar individuos divergentes mas também para saber se ha
variabilidade dentro da populagdo com objetivo de auxiliar um programa de
melhoramento na tomada de decisbes. Chagas et al (2016), objetivou-se em seu
trabalho avaliar a divergéncia genética e as caracteristicas fisicas e quimicas de frutos
de duas populacdes do maracujazeiro azedo na regido Norte do Espirito Santo, como
as progénies de meio-irmaos de acesso local de um plantio comercial e constataram
que nas populacdes estudadas de maracujazeiro azedo ha grande variabilidade
genética quanto as caracteristicas avaliadas, o que possibilita selecionar plantas com
elevado potencial para fins de melhoramento genético. A divergéncia genética entre
genitores pode promover combinacdes génicas favoraveis. A divergéncia entre
acessos, avaliada por estatistica multivariada, pode proporcionar uma descricao
sintética da afinidade genética entre acessos e populacdes. A analise da divergéncia
genética auxilia na identificagdo de genotipos promissores, favorecendo a selecdo dos
gue possuem mais caracteristicas favoraveis e pode ser feita pelos méetodos preditivos
gue se fundamentam nas diferencas morfoldgicas, fisiolégicas ou moleculares (Cruz
e Carneiro, 2006).
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A divergéncia genética pode ser verificada entre individuos, progénies,
populacfes, espécies, cultivares ou qualquer outro tipo de unidade amostral e
corresponde a diferengas nas frequéncias alélicas entre as unidades consideradas, a
variabilidade genética esta diretamente relacionada com a divergéncia genética
(Falconer, 1987; Ramalho et al., 2000).

Os estudos de divergéncia permitem uma orientacao inicial, a qual auxiliara o
melhorista na tomada de decisdo sobre quais cruzamentos podem ser realizados
(Oliveira et al., 1996). Assim, a quantificacdo da divergéncia genética € um dos mais
importantes parametros estimados pelos melhorista de plantas, principalmente
quando o objetivo for a obtencdo de gendtipos divergentes e populagbes de ampla
variabilidade genética (Benin et al., 2003). Para a quantificacdo da divergéncia

genética podem ser utilizados descritores morfoagronémicos e moleculares

2.3. Descritores morfoagrondémicos

A caracterizagdo morfologica tem a finalidade de descrever os atributos
fenotipicos relacionados a espécie e faz uso de descritores morfolégicos para facilitar
a identificacdo de gendtipos divergentes (Rodrigues et al.,, 2010). Os descritores
morfolégicos podem ser utilizados para mensurar a diversidade genética, (Loss et al.,
2006; Paiva et al., 2014). A caracterizacdo morfolégica é uma etapa fundamental em
programas de melhoramento de plantas, visto que possibilita conhecer e estimar a
variabilidade genética, dentro de uma populacédo (Marim et al., 2009).

Os descritores morfolégicos sdo de grande importancia para a apresentacao
de uma nova variedade. Estes tém tido papel fundamental na divulgacdo das
caracteristicas agronbmicas de novos materiais genéticos e podem influenciar
decisivamente na escolha de variedades por parte de agricultores e outros
interessados (Pecchioniet al., 1996).

Segundo Rodrigues et al., (2010), os descritores morfolégicos apresentam
algumas vantagens, como a praticidade, o baixo custo, a facilidade no manejo dos
dados e, ainda, sado eficientes para quantificar a divergéncia genética entre genaotipos.

A divergéncia genética, com base em descritores morfologicos, tem sido
utilizada pelos pesquisadores para identificar gendtipos com potencial para
cruzamentos a fim de se obter populagcdes com alta variabilidade. Avaliando a
diversidade utilizando descritores morfolégicos em populacbes de maracujazeiro

azedo, Freitas et al. (2011) caracterizaram e avaliaram recursos genéticos de
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maracujazeiro-amarelo (Passiflora edulis) quanto as principais caracteristicas de importancia
econdmica e utilizaram caracteristicas produtivas, caracteristicas de qualidade quimica e

atributos fisicos dos frutos para selecionar acessos de maracujazeiro promissores.

2.4. Marcadores moleculares ISSR aplicados em estudos no maracujazeiro
azedo

Os marcadores moleculares podem ser utilizados como ferramenta para
estudos de divergéncia genética entre individuos, dentro e entre populacdes ou
espécies relacionadas (Souza et al., 2008). Os marcadores moleculares auxiliam nas
diferentes etapas do melhoramento genético, desde a caracterizacdo do genaotipos até
as etapas finais de selecdo e recombinacédo de plantas melhoradas (Faleiro, 2007).
Além de se obter um numero ilimitado de polimorfismos em estudo da variabilidade
genética com menor influéncia do ambiente (Ramalho et al., 2012).

O desenvolvimento de marcadores moleculares € uma técnica para avaliar a
variacdo genética em nivel de DNA (Liu et al., 2007). Com o desenvolvimento da
técnica de reacdo de polimerase em cadeia (PCR — Polymerase Chain Reaction),
surgiram outros tipos de marcadores moleculares tais como: AFLP (Amplified
Fragment Length Polymorphism), SSR (Simple Sequence Repeats), ISSR (Inter
Simple Sequence Repeat), RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), entre outros
(Ferreira e Grattapaglia, 1998).

Na avaliagdo da diversidade genética, destacam-se 0s marcadores
moleculares ISSR (Inter Simple Sequence Repeats), pois, quando comparados com
outros tipos de marcadores, apresentam maior niumero de locos polimérficos, o que
permite a distin¢cdo entre acessos, mesmo com morfologia similar (Moulinet al., 2012).
Os marcadores ISSR sao dominantes e podem auxiliar em estudos de divergéncia
genética por ser uma técnica simples, eficiente e gerar altos indices de polimorfismo
(Reddy et al., 2002).

Portanto vale destacar que a escolha de um marcador molecular depende de
varios fatores como a disponibilidade do marcador para a espécie em estudo, nivel de
polimorfismo apresentado pelo marcador, habilidades técnicas, custo da analise,
disponibilidade de equipamentos, entre outros (Souza et al., 2008).

Em Passiflora, os marcadores ISSR tem sido utilizado uma vez que nesta
espécie ha ampla variabilidade, a exemplo de P. edulis. Em estudo com P. edulis e P.

alata, Santos et al. (2011) verificaram alto percentual de bandas polimérficas nessas
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espécies e os autores ainda destacaram que os marcadores ISSR podem ser Uteis
para estudos de divergéncia genética fornecendo agdes praticas principalmente para
selecao de genitores.

Trabalhando com germoplasma de maracujazeiro, Costa et al. (2012),
relataram o uso potencial dos marcadores moleculares ISSR na determinacdo do
polimorfismo molecular, sendo possivel verificar variabilidade independente do
gendtipo analisado. Estes autores também verificaram baixa porcentagem de bandas
monomorficas, indicando assim alta variabilidade genética nos acessos analisados.

Neste contexto, outros estudos tém apresentado alto conteddo de informacéo
genética utilizando marcadores ISSR, tais como, a utilizagdo de marcadores ISSR em
espécies silvestres de Passifloras ornamentais realizado por Souza et al. (2015), em
estudos por Pereira et al. (2015), na deteccéo de variacado na porcentagem de locos
polimérficos e diferenciacdo genética entre as populacdes nativas de P. setacea do
sudoeste do estado da Bahia e ainda ressaltam que estes dados podem ser Uteis para
o desenvolvimento de estratégias para a preservacao desta espécie no cerrado.

Os marcadores moleculares ISSR tém sido empregados em estudos de
divergéncia genética do maracujazeiro, tanto para indicacdo de genoétipos com a
finalidade para recombinacdo como para a conservacao de espécies de Passifloras
nativas é de grande importancia pois e fornecem informacgbes da variabilidade

genética existente nos gendétipos em estudo.

2.5. Emprego da fenotipagem digital na mensuracdo de caracteristicas de
sementes

O uso da fenotipagem digital vem ampliando devido o aperfeicoamento de
técnicas computadorizadas, para a captacdo, processamento e extracdo de
informacdes Uteis para a avaliacdo de sementes (Teixeira et al., 2003). A andlise é
considerada um método viavel além de conseguir resultados rapidos, € um método
com baixo custo, podendo ser utilizado em diversas areas, como as industrias de
alimentos e na agricultura (Andrade et al., 2016).

Varios sistemas ja foram desenvolvidos como ferramentas auxiliares nos
processos de selecdo de sementes tais como a técnica de andlise de sementes
utilizando Raio-X, o SVIS (Seed Vigor Imaging System),que foi desenvolvido pela
universidade do Estado norte americano Ohio (Silva et al., 2012.), desde entdo as

técnicas de analises de imagens tém ficado cada vez mais elaborada e eficiente. No
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Brasil, com objetivo de realizar a captura de imagens, histogramas, graficos e outros
qgue facilitam a andlise de imagens das sementes e plantulas, foi desenvolvido o
equipamento SAS (Sistema de Andlise de Sementes), pela empresa Thit em 2011.

O equipamento é composto por um modulo de captacdo e um software de
analise. O objeto para se estudar € colocado sobre uma bandeja acrilica no modulo
de captacdo e sua imagem é capturada por uma ou duas cameras, dependendo da
versao utilizada, o SAS realiza analise das imagens individualmente das sementes e
plantulas, obtendo grande numero de informacdes de cor, textura, geometria,
uniformidade, vigor e crescimento de plantulas podem ser avaliadas (Teixeira et
al.,2006; Pinto et al., 2015; Andrade et al., 2016)

E também uma técnica muito facil de reproduzir, € confiavel e ndo destrutiva.
As imagens podem ser adquiridas usando técnicas de refletancia classicas tais como
fotografia de luz e microscopia ou por técnicas mais modernas como termografia,
fluorescéncia, tomografia, ressonancia magnética e ressonancia nuclear (Montes et
al., 2007, Berger et al., 2010; Houleet al., 2010).

A principal vantagem da utilizacdo das analises informatizadas estéa relacionada
a precisdo dados coletados (Alvarenga et al., 2012). No entanto existe a necessidade
de pesquisas que permitam validar o uso desse tipo de andlise na rotina de
laboratorios para diferentes espécies (Andrade et al., 2016). Pinto et al. (2015)
verificaram que a utilizacdo da analise de imagem de plantulas pelo equipamento SAS

na avaliacdo da qualidade fisiol6gica de sementes de milho é promissora.

2.6. Selecao de descritores
O termo descritor é utilizado para se referir a um atributo ou carater que se
observa ou se mensura nos acessos (Querol, 1993), sendo capaz de discriminar um
acesso de outro. A caracterizacao pode ser realizada com o emprego de descritores
morfoagrondmicos, sejam eles quantitativos ou qualitativos, ou com uso descritores
moleculares.

Na caracterizacdo morfoagrondémica, muitos descritores sdo contemplados,
exigindo maior esfor¢o e tempo para coleta dos dados. Todavia, em muitas situacoes,
nao ha necessidade de um grande numero de descritores, sendo mais racional a
selecao daqueles que melhor representam a variabilidade existente para a cultura em
estudo (Pereira, 1992).
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A selecdo de descritores tem sido realizada com base em varias analises
estatisticas, podendo-se mencionar: a regressao e interdependéncia de dados, o
coeficiente de repetitividade, variaveis candnicas e componentes principais (Cruz,
2012). Contudo, a analise de componentes principais vem se destacando como a
metodologia mais empregada em bancos e/ou colecfes de germoplasma, pois além
de identificar os caracteres mais importantes na contribuicdo de variacdo total
disponivel entre os individuos analisados, fornece indicacdo para eliminar os que
pouco contribuem (Alves, 2003).

Em cacaueiro, Bekeleet al. (1996), partindo de um conjunto de 68 variaveis
quantitativas e qualitativas, por meio de andlise de componentes principais,
selecionaram um subconjunto preliminar de 34 variaveis, e ap0s analises de
correlagbes mudltiplas, definiram uma lista minima de 23 descritores para a
caracterizacdo de germoplasma dessa espécie. Oliveira et al. (2006) trabalhando com
selecdo de descritores em caracterizacdo de germoplasma de acaizeiro para
producéo de frutos verificou que o descarte de 21,43% dos descritores n&o ocasionou
perda de informacdo e minimiza custos e dinamiza o0 manejo de colecbes de
germoplasma da planta em questdo, e de 28 descritores estudados, vinte e dois
descritores s@o importantes na caracterizagdo de germoplasma de acaizeiro para a
producgéo de frutos.

2.7. Metodologia ward- MLM aplicada a estudos com maracujazeiro

A metodologia Ward-MLM (Modified Location Model), proposto por Franco et
al. (1998) € um método que permite analisar variaveis quantitativas e qualitativas
simultaneamente. Por intermédio dessa técnica € possivel, ainda, definir o nimero
otimo de grupos e identificar a melhor probabilidade de cada acesso alocar-se em
determinado grupo (Goncgalves et al., 2009). Através deste método, existe a
possibilidade de combinar dados multicategoricos, quantitativos e moleculares
possibilitando novas perspectivas nos estudos de dissimilaridade.

A estratégia Ward-MLM pode ser dividida em duas fases distintas. A primeira
consiste na geracdo de agrupamentos pelo Método Ward (Ward Junior, 1963),
utilizando a matriz de dissimilaridade fornecida pelo método de Gower (Gower, 1971).
Na segunda fase, a média do vetor da variavel quantitativa para cada subpopulagéo,
independentemente dos valores da variavel qualitativa, sendo estimados pelo

procedimento MLM (Cabral et al., 2010). As vantagens na utilizacdo deste método
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estd na a otimizacdo de duas funcdes objetivas relacionadas nas duas etapas do
processo, sendo na primeira fase a soma de quadrados dentro do grupo e na segunda
etapa a funcao de verossimilhanca das observacdes (Viana e Resende, 2014).

O procedimento Ward-MLM tem sido empregado utilizando diferentes tipos de
informacgbes. Caracteristicas morfolégicas, agronémicas e moleculares foram
utilizadas em estudos de divergéncia genética em acessos de tomate (Solanum
lycopersicum) por Gongalves et al. (2009). E também utilizado em estudos por Santos
et al. (2014), relacionados ao género Passiflora para a caracterizacao dos pais e de
hibridos com base em descritores morfoagronémicos estimando a divergéncia
genética entre eles. Com base na andlise conjunta de variaveis qualitativas e
quantitativas nos resultados, os autores destacaram a variabilidade genética presente
nos genotipos analisados, mostrando que o procedimento Ward-MLM foi Gtil para
detectar a diversidade genética nas variaveis qualitativas e quantitativas.

Utilizando progénies de maracujazeiro azedo, Silva et al. (2014) quantificaram
a divergéncia genética e definiram grupos heteroticos potenciais, com base em
descritores morfoagronémicos, utilizando o procedimento de Ward-MLM. Nos
resultados observaram-se que ha variabilidade genética entre as progénies de
maracujazeiro estudadas e que a metodologia Ward-MLM foi eficaz para detectar a
divergéncia genética entre as progénies avaliadas.

Em estudos com onze espécies do género Passiflora Paiva et al. (2014)
guantificaram a diversidade genética existente entre as espécies por meio do
procedimento Ward-MLM e demostraram que o método de Ward-MLM possibilitou

distinguir os subgéneros analisados, e houve uma clara separacao entre as espécies.

2.8. Programa de melhoramento intrapopulacional do maracujazeiro azedo da
UNEMAT

A Universidade Estadual do Mato Grosso considerando o elevado potencial
do maracujazeiro e a baixa disponibilidade de cultivares desenvolvidas por programas
de melhoramento genético que atendam as necessidades dos produtores, desenvolve
a cerca de oito anos o programa de melhoramento Genético da Universidade do
Estado do Mato Grosso. O programa tem por objetivo de desenvolver uma populagéo
de polinizacdo aberta de maracujazeiro azedo mais produtivo e adaptado as

condicdes edafoclimaticas do estado de Mato Grosso.
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O programa teve inicio em 2009, utilizando para obtencéo da populacdo base
0 cruzamento entre oito cultivares comerciais de maracujazeiro azedo: cruzamentos
entre as cultivares comerciais BRS Gigante Amarelo x BRS Rubi do Cerrado, BRS Sol
do Cerrado x BRS Rubi do Cerrado, BRS Ouro Vermelho x BRS Rubi do Cerrado, FB
100 x BRS Rubi do Cerrado, FB 200 x BRS Rubi do Cerrado, IAC 275 x BRS Rubi do
Cerrado, IAC 275 x BRS Sol do Cerrado e IAC 275 x BRS Ouro Vermelho.

A partir da avaliagdo das caracteristicas agronémicas, foi realizada a selegéo
individual das 30 melhores plantas através da metodologia REML/BLUP e a
recombinacdo dessas plantas selecionadas usando familia de meio-irméo para a
formacao da populagcdo UNEMAT-01 em 2012. Assuncao et al. (2015) observaram na
populacdo de maracujazeiro azedo que as estimativas de parametros genéticos e
fenotipicos, herdabilidades individuais de alta e mediana magnitude para diferentes
caracteristicas e os ganhos de selecdo visando o consumo in natura foram altos,
indicando sucesso na selecdo para caracteres fisicos e quimicos dos frutos, via
metodologia REML/BLUP.

Também foram formadas trés populacbes denominados UNEMAT S10,
UNEMAT S5 e UNEMAT C5. O gendtipo UNEMAT S10 foi obtido a partir da selecéo
de seis plantas do cruzamento BRS Gigante Amarelo x BRS Rubi do Cerrado, duas
plantas do cruzamento FB100 x BRS Rubi do Cerrado, uma planta do cruzamento
FB200 x BRS Rubi do Cerrado, uma planta do cruzamento BRS Sol do cerrado x BRS
Rubi do Cerrado. Apds a selecdo, foi realizada a recombinacdo das plantas
selecionadas usando familias de meio-irméo, onde a mae foi a propria planta
selecionada e o pai foi a mistura de pélen oriundo de todas as plantas selecionadas.

O gendtipo UNEMAT S5 foi obtido a partir da selecdo de quatro plantas do
cruzamento BRS Gigante Amarelo x BRS Rubi do Cerrado e uma planta do
cruzamento FB100 x BRS Rubi do Cerrado. Também, apés a selecao, foi realizada a
recombinacdo das plantas selecionadas usando familias de meio-irmdo, onde a méae
foi a propria planta selecionada e o pai foi a mistura de pélen oriundo de todas as
plantas selecionadas. O genétipo UNEMAT C5 foram as mesmas plantas
selecionadas no gendtipo UNEMAT S5. No entanto, estas plantas foram clonadas e
misturadas para formar uma variedade clonal.

Cavalcante et al. (2016) avaliaram quatro cultivares comerciais de maracujazeiro
azedo (BRS Sol do Cerrado, BRS Gigante Amarelo, BRS Rubi do Cerrado e FB 200)

e as trés populacdes provenientes do programa de melhoramento genético do
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maracujazeiro azedo da UNEMAT, denominados UNEMAT S10, UNEMAT S5 e
UNEMAT C5 com finalidade de comparar as caracteristicas de produtividade e
qualidade fisicas e quimicas dos frutos e os resultados obtidos mostraram que 0s
descritores foram eficientes para a diferenciacdo das populacdes e que a populacdo
UNEMAT S10 possui as caracteristicas que a distinguem das demais cultivares e das
populacdes avaliadas e possui alto desempenho agronémico e, portanto poderia ser
langcada como cultivar comercial.

Em 2014, visando a formacé&o da populacdo UNEMAT-02, houve a obtencao de
118 familias de irmaos completos. Em 2015, foi realizada a avaliacdo das 118 FIC e
selecionados 40 FIC com melhor desempenho morfoagrondmico por meio de indices
de selecdo (Dalbosco, 2015). Em 2016, dando continuidade ao programa de
melhoramento genético do maracujazeiro, foram avaliadas 35 familias de
maracujazeiro azedo para avaliacdo de divergéncia genética com descritores
mofroagronomicos e moleculares, para a selecado das 20 FIC mais divergente para
continuacao do programa de Melhoramento Genético.

Cruzamento entre oito gendtipos de maracujazeiro azedo

2009
4
Avaliacdo dos cruzamentos para as caracteristicas agrondmicas — 8
2011 cruzamentos, 10 repeticdes e 10 plantas/parcela
4
2013 Seleg¢do individual das 30 melhores plantas via REML/BLUP e
recombinacgao para formag¢do da Populagao UNEMAT-01
4
2014 Obtengdo e avaliagdo de 118 familias de irmdos completos
4
2015 Selecdo de 35 FIC via indice de seleg¢do restrito
a
2016 Recombinagdo das 20 FIC mais divergentes

identificadas via marcadores moleculares ISSR
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FIGURA 1 - Fluxograma do programa de melhoramento genético do maracujazeiro azedo da
UNEMAT.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material Genético

As 35 familias de irméos-completos de maracujazeiro azedo utilizadas neste
trabalho, foram obtidas a partir de 118 FIC avaliadas por Dalbosco, (2015) utilizando
os indices de selecao restritos do Programa de Melhoramento genético desenvolvido
pela Universidade do Estado do Mato Grosso. Entre essas FIC foram selecionados
gendtipos com alta produtividade

3.2. Caracteristicas morfoagronémicas avaliadas

3.2.1. Analise digital de imagens e selecdo de variaveis por componentes
principais

Foram utilizadas 50 sementes de cada uma das 35 FIC de maracujazeiro
provenientes do programa de melhoramento da UNEMAT conduzidas na area
experimental da Universidade do Estado de Mato Grosso, municipio de Tangara da
Serra. As sementes foram coletadas entre os meses de abril e maio de 2016.

Os frutos de cada FIC foram seccionados transversalmente e as sementes
retiradas, junto com os tecidos placentarios, com auxilio de uma colher. O material foi
transferido para uma peneira de nylon para retirada do arilo, as sementes foram
friccionadas contra a peneira e lavadas em agua corrente para separacao do material
placentario. Logo ap6s, as sementes foram secas em ambiente natural para retirada
do excesso de umidade e posteriormente foram limpas, etiquetadas e armazenadas
em geladeira com temperatura controlada.

A analise digital de sementes foi realizada em junho de 2016 no setor de
Tecnologia de Sementes da Universidade Estadual Norte Fluminense (UENF) em
Campos dos Goytacazes- RJ.

Foram utilizadas 50 sementes por FIC (Figura 1). A captura e analise digital das

imagens das sementes foram realizadas com as sementes sem arilo. As sementes
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foram colocadas sobre uma bandeja de acrilico transparente, de maneira que as
sementes ndo se encostassem. Posteriormente a bandeja foi inserida na camara de
captacdo do SAS (Sistema de Andlise de Sementes) para serem analisadas. O SAS

fornece uma planilha com valores médios de cada FIC para as variaveis analisadas.

Figura 1. Sementes dispostas em lamina plastica transparente para aquisicdo das
imagens utilizando o SAS.

Foram avaliadas 136 variaveis de sementes, sendo 49 de cor, 44 de geometria
e 43 de textura. Dessas foram selecionadas para analise 34 variaveis de cor, 34 de
geometria e 27 de texturas. As 34 variaveis relacionadas a cor foram: cor abaixo do
otsu canal azul (C1); cor abaixo do otsu canal verde (C2); cor abaixo do otsu canal
vermelho (C3); cor abaixo do otsucielab a (C4); cor abaixo do otsucielab b (C5); cor
abaixo do otsucielab | (C6); cor acima do otsu canal azul (C7); cor acima do otsu canal
verde (C8); cor acima do otsu canal vermelho (C9); cor acima do otsucielab a (C10);
cor acima do otsucielab b (C11); cor acima do otsucielab | (C12); cor brilho (C13); cor
cielab a (C14); cor cielab b (C15); cor cielab disperséo (C16); cor cielab dispersao de
a (C17); cor cielab dispersao de b (C18); cor cielab disperséo de | (C19); cor cielab |
(C20); cor concentragdo da matriz (C21); cor dominancia cinza escuro (C22); cor
dominancia laranja (C23); cor dominancia preta (C24); cor dominancia vermelha

(C25); cor matiz (C26); cor media canal azul (C27); cor media canal verde (C28); cor
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media canal vermelho (C29); cor predominante canal azul (C30); cor predominante
canal verde (C31); cor predominante canal vermelho (C32); cor saturagéo (C33); cor
variancia da matiz (C34).

Para geometria, as 34 variaveis analisadas foram: geometria afinamento (G1);
geometria area (G2); geometria area convexa (G3); geometria circularidade (G4);
geometria circularidade por fato de forma (G5); geometria circularidade por ffcg (G6);
geometria circularidade por ffcm (G7); geometria complexidade da forma (G8);
geometria compressdo (G9); geometria convexidade do contorno (G10); geometria
deformacédo do contorno (G11), geometria diametro do contido (G12); geometria
didmetro maximo (G13); geometria diametro lateral (G14); geometria didametro minimo
(G15); geometria distancias convexas (G16); geometria esfericidade de forma (G17);
geometria esfericidade de forma modificada (G18); geometria mudanca no perimetro
(G19); geometria numero de quinas por harris (G20); geometria nUmero de quinas por
susan (G21); geometria perimetro (G22); geometria perimetro convexo (G23);
geometria quociente de aspecto (G24); geometria retdngulos circunscritos maior area
(G25); geometria retangulos circunscritos maior aresta (G26); geometria retangulos
circunscritos maior perimetro (G27); geometria retangulos circunscritos média das
maiores arestas (G28); geometria retdngulos circunscritos média das menores arestas
(G29); geometria retangulos circunscritos menor area (G30); geometria retangulos
circunscritos menor aresta (G31); geometria retangulos circunscritos menor perimetro
(G32); geometria retangulos circunscritos perimetro médio (G33); geometria: solidez
contorno (G34).

Com relagéo a textura, foram analisadas 27 variaveis: textura: fourier medias
das fases (T1); textura haralick contraste (T2); textura haralick correlacdo (T3); textura
haralick dissimilaridade (T4); textura haralick energia (T5); textura haralick entropia
(T6); textura haralick homogeneidade (T7); textura haralick média (T8); textura
haralick variancia (T9); textura lawsek(T10); textura lawsle (T11); textura lawslr (T12);
textura lawsls (T13); textura lawslw (T14); textura lawsrw (T15); textura lawssr (T16);
textura lawssw (T17); textura runlenghtgld (T18); textura runlenghtginu (T19); textura
runlenghthgre (T20); textura runlenghtlre (T21); textura runlenghtirhge (T22); textura
runlenghtrinu (T23); textura runlenghtsre (T24); textura runlenghtsrhge (T25); textura
sfm: medida do espago de frequéncia (T26); textura sfm: medida do espaco de

frequéncia (T27).
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Foram avaliadas as variaveis mais informativas para cada caracteristica. Os
dados obtidos foram analisados utilizando-se o programa genes (Cruz, 2013).

Foi efetuada a analise de componentes principais com o emprego da distancia
euclidiana média padronizada, uma vez que as FIC encontram-se estabelecidas sem
obedecer a nenhum delineamento experimental (Cruz et al., 2004). Para o descarte
de variaveis, foi adotado o critério de descartar a variavel de maior coeficiente em
cada componente com autovalor menor que 0,70, de acordo com as pressuposi¢coes
de Jolliffe (1972, 1973) e Mardia et al. (1979). Desta forma, foi indicado para descarte
todo carater que apresentou maior coeficiente de ponderacdo em valor absoluto
(autovetor), no componente principal de autovalor menor, partindo do udltimo

componente até aquele cujo autovalor ndo excedeu 0,70.

3.2.2. Caracteristicas quantitativas

As caracteristicas produtividade e numero de frutos foram avaliadas de
setembro de 2014 até setembro de 2016. As caracteristicas quimicas e fisicas dos
frutos foram avaliadas no periodo de maio a setembro de 2015, utilizando nove frutos
por parcela. Foram avaliadas as seguintes caracteristicas:

Dias para o florescimento (DFL): foi por meio da contagem de dias do plantio
até a abertura da primeira flor na parcela.

Massa de frutos em g (MF): A massa do fruto (g) foi obtida por pesagem da
amostra composta pelo nimero de frutos coletados por planta, com auxilio de uma
balanca digital.

Porcentagem de polpa (PP): Foi obtida através da pesagem da polpa, dividindo

P

este valor pelo peso total dos frutos. Foi utilizada a expresséo: %P= % %100, onde MP

€ massa da polpa e MF € massa dos frutos.

Comprimento do fruto em mm (CF): O comprimento médio do fruto (mm) foi
obtido pela medicdo da dimensédo longitudinal composta pelo nimero de frutos
coletados por planta, a qual foi realizada com paquimetro digital.

Diametro do fruto em mm (DF): Foi obtido com a média aritmética das
dimensdes transversais dos frutos, a qual sera realizada com paquimetro digital.

Espessura da casca em mm (EC): Foi determinada por meio da meédia
aritmética das medidas de quatro pontos da casca externa. A medicéo foi realizada

com paquimetro digital.
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Coloracéao da polpa (CP): Foi obtida pela avaliacao visual da coloracdo da polpa
dos frutos, por meio de uma escala de notas adaptada por Linhales (2007).

Teor de solidos sollveis totais (SST): Foi obtido por refratometria, utilizando-se
refratbmetro digital portatil, com leitura entre 0 e 32° Brix.

Acidez Total Titulavel (ATT), foi determinada de acordo com a metodologia
recomendada pela AOAC — Association Of Official Agriculture Chemists (1990) e
modificada por Aratjo (2001), diluindo-se 5mL de suco composto pela amostragem
de no minimo dois frutos, em agua destilada na propor¢édo de 5:1, usando-se como
indicador 5 gotas de fenolftaleina a 1 g L. Em seguida com auxilio de Bureta Digital
a amostra foi titulada com NaOH 0,1 mol L%, sob agitacdo. Os resultados foram

expressos em grama de acido citrico por 100 ml de suco, apés a aplicacdo de seguinte

V. f.N.PE

formula G= =

.100, onde, G = equivalente de acido citrico por 100 ml de

suco, V (L) = volume de NaOH 0,1 mol L gasto na titulacéo, f = fator de correcéo
devido a padronizacéo de 0,96, N = normalidade do NaOH (eq L) sera de 0,1, PE =
peso equivalente do acido citrico (g eq?) de 64 e P = volume de suco de 5 ml

Potencial hidrogeniénico (pH): Foi medido através de um pPHmetro digital (MA-
PA200).

Relacéo sdlidos soluveis totais/acidez total titulavel (SST/ATT): Foi realizado
utilizando-se a simples divisdo do valor encontrado de SST pelo valor encontrado de
ATT.

3.2.3 Caracteristicas qualitativas

Foram avaliadas 23 variaveis morfoagronémicas qualitativas de acordo com
0 Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento (MAPA, 2008). Para isto
coletou-se cinco folhas maduras e cinco flores por parcela e com auxilio do paquimetro
digital e régua foram mensuradas as seguintes caracteristicas: Comprimento da
bractea (CB), comprimento da sépala (CS), largura da sépala (LG), diametro da
corona (DC), largura dos anéis coloridos nos filamentos da corona (LACFC),
comprimento do peciolo (CP), comprimento do limbo foliar (CLF), largura maxima do
limbo foliar (LMLF), espessura da casca (EC), diametro longitudinal (DL), diametro
transversal (DT), relacdo DL/DT, peso médio (PM), coloragéo da polpa (CLP), sélidos
soluveis totais (SST), coloracao de ramo (CLR), profundidade dos sinus do limbo foliar
(PSLF), posicéao dos nectarios (PN), bandeamento nos filamentos da corona (BFC),
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coloracdo dos anéis (exceto brancos) da corona (CAC), filamentos da corona (FC),

forma do fruto (FF), coloracéo da casca (epiderme) do fruto (CCF), (Mapa, 2008).

3.3. Marcadores moleculares ISSR

A analise molecular foi conduzida no Laboratério de Melhoramento Genético
Vegetal (LMGV) da Universidade Estadual Norte Fluminense (UENF) em Campos dos
Goytacazes- RJ. Foram utilizadas 35 FIC de maracujazeiro azedo. Foram coletadas
nove folhas jovens de cada FIC para extracdo de DNA. As folhas foram armazenadas
em papel aluminio e armazenada em freezer -80°C para que nao houvesse a

degradacdo do DNA.

3.3.1. Extrac&o e quantificagdo do DNA gendmico

Para a extragdo de DNA utilizou-se 0,5 a 0,7 mg de tecido foliar macerado, o
DNA gendmico foram extraidos das folhas de cada FIC, de acordo com o protocolo
de Doyle e Doyle (1990), com modificacfes, descritas a seguir.

Com auxilio de pistilo e almofariz, foram macerados 0,5 a 0,7g de cada amostra,
imersos em Nitrogénio liquido, até obter um “p6” bem fino. Em seguida o material foi
transferido para microtubos de 2,0 ml. Foram adicionados aos tubos contendo as
amostras, 800 yL do tampéo de extracdo, contendo 2% CTAB, 2,0 mol L*NaCl, 20
mmol L't EDTA, 100 mmol L Tris-HCI (pH 8,0), 0,1 mg/mL de Proteinase K, 2% PVP
e 2% PB-mercaptoetanol, estes dois Ultimos foram necessarios para remocdo dos
compostos fendlicos e posteriormente foi realizada a homogeneizacédo utilizando o
vortex.

O material foi colocado em banho-maria a 65°C por 40 minutos e
homogeneizado suavemente a cada 10 minutos. Depois retirado do banho-maria foi
centrifugado por 5 minutos a 14.000 rpm. O sobrenadante foi vertido em um novo tubo
de 1,5 mL e foi adicionado 600 uL cloroférmio: alcool - isoamilico (24:1), para efetuar
a desproteinizacdo. O material foi invertido suavemente durante aproximadamente 10
minutos ou até ficar turvo, essa etapa foi repetida por trés vezes

A fase orgéanica foi separada por centrifugacdo, a 14000 rpm por 7 minutos. O
sobrenadante foi transferido para um tubo de 1,5 ml devidamente identificado. Os

acidos nucléicos foram precipitados pela adicédo de dois ter¢os (500 uL) do volume de
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isopropanol gelado, e incubados em overnight em geladeira. O precipitado foi
sedimentado por centrifugagao, a 14000 rpm por 10 minutos.

O sobrenadante foi descartado e o precipitado lavado duas vezes com 500 pL
etanol a 70% e duas vezes com alcool 95%, para a retirada de sal presente (entre
cada lavagem, o material foi centrifugado a 14000 rpm durante 5 minutos).

Apés o descarte do ultimo sobrenadante, o pellet foi secado em condi¢des
naturais, até que o etanol foi removido. Em seguida, foi ressuspendido em 100 pL de
solucédo TE (Tris-EDTA - 10 mmol L Tris-HCI, 1 mmol L' EDTA, pH 8,0) com RNAse
em uma concentracéo final de10 ug mL'e incubado em banho-maria a 37°C por 40
minutos. Logo apds, o material foi armazenado a -20°C até o uso.

A gquantificacdo foi realizada através de ecetroforese em gel de agarose a 1%
(p/v) e submetidos a eletroforese. As aliquotas de DNA 1uL por amostra foram
aplicadas nos pocos do gel e a concentracdo das amostras foi estimada por
comparacao visual da intensidade de fluorescéncia das bandas do DNA (A) 100 ng. O

gel foi fotodocumentado (Figura 2).

7 11 12 13 15 16 20 21 23 29 30 36 41 47 48 51 52 55 62 68 69 70 71

M 76 77 79 84 87 89 91 100 102 105 110 112 116 125 127 130 131 132 134 15* 21* 47* 71* 100*

Figura 2. DNA gendmico extraido das 35 FIC de maracujazeiro azedo e quantificado em gel de agarose
1% evidenciando a integridade do DNA extraido (Ferreira, 2016).

3.3.2. PCR e eletroforese

Efetuou-se uma triagem de iniciadores que fossem capazes de detectar
polimorfismo. Uma pré-selecdo com 35 iniciadores ISSR foi realizada. ApGs essa
etapa, foram escolhidos os iniciadores que permitiram a obtenc&o de fragmentos de
alta intensidade e a presenca de polimorfismo, totalizando 25, os quais foram
utilizados em todos os genotipos de maracujazeiro estudados (Tabela 1).

Foram utilizados 21 iniciadores ISSR, cujas reac¢des de amplificagdo foram

realizadas de acordo com Oliveira (2006) com pequenas modificagdes, 0 mix para

35



PCR (13ul) continha 10 ng de DNA gendmico de Passiflora edulis, 1,0 uM de cada
iniciador e 1,5 U de Taq DNA Polimerase, 0.2 mM de dNTP e 1,5 mM de cloreto de
magnésio e tampao de PCR (1X), sendo adicionado agua ultrapura para completar o
volume final da reacédo. As reacdes de PCR foram conduzidas em termociclador.

O programa de amplificacdo consistiu da seguinte forma: 4 minutos a 94°C
para desnaturacdo inicial, seguindo-se os 40 ciclos, cada um consistiu de 94°C 1
minuto, (43° & 58°C) por 1 minuto (de acordo com o iniciador utilizado), 72°C por 3
minutos, e uma extensdo final a 72°C por 7 minutos. O produto amplificado foi
submetido a eletroforese em gel de agarose 2%. O tamanho dos fragmentos foram
determinados com o marcador de peso molecular de 100 a 3000pb. Para visualizacdo
dos resultados as imagens dos géis foram Vvisualizados sob luz UV e
fotodocumentados.

Tabela 1. Primers ISSR, respectivas sequéncias e temperaturas de anelamento
utilizados em 35 FIC de maracujazeiro - azedo

Primers Sequéncia 5'-3' TA °C
TrHAAC3'RC (AAC)s 52°
TriIAGC3'RC (AGC)s 54°
TriCAG3'RC (CAG)s 48°

DIGA5'C C(GA)s 58°

DIGA3'C (GA)sC 54°

DIGA5'CY CY(GA)s 52°
DIGT5'CY CY(GT)s 56°
DIGA3'YC (GA)sYC 48°

DIGA3'T (GA)sT 50°
TriIAAG3'RC (AAG)s 43°
TrACA3'RC (ACA)s 50°
TriCAA3'RC (CAA)5 50°

PE225 (1) (GA)sCC 50°
PE225 (2) (GT)sCC 52°
PE225 (5) (AG)sYT 50°
PE225(14) (GA)sC 50°
PE225(15) (CT)sG 44°
PEG1 AG)sT 48°
PEG6 GA)sYT 46°
PEG7 (CACA)4 48°
PEG13 (CT)sG 47°
PE225(19) (AG)sYA 56°
PE225(33) (AG)sT 52°
PE225(83) (TC) sG 50°
PE225(84) (TC)sRG 50°

Temperatura de anelamento (TA)
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3.4. Anélise dos marcadores moleculares

Os resultados obtidos com o0 emprego dos marcadores moleculares fornecem
uma matriz de valores binarios, em que as colunas dessa matriz representam 0s
diferentes gendtipos e as linhas representam as diferentes caracteristicas a serem
comparadas. No caso dos marcadores dominantes, cada linha corresponde a
identificacdo de uma marca (ou banda) numa regido especifica do DNA. A presenca
da marca é identificada pelo nimero 1 e a auséncia por 0. Pode ser obtida, por

exemplo, a seguinte matriz:

-~ OO

Em que: p e nindicam o nimero de marcas e de genotipos, respectivamente. Quando
dois gendtipos sdo comparados podem ocorrer as seguintes situacfes, para cada
marca p : i) ambos possuem a mesma marca, ou seja, valor 1 (cédigo 1 e 1); ii) um
genotipo possui a caracteristica e o outro ndo (cédigo 1 e 0, ou 0 e 1); iii) ambos nédo
possuem tal caracteristica (cédigo O e 0).

Para formacdo da matriz de dissimilaridade foi utilizado o complemento

aritmético do indice de Jaccard, conforme a seguinte formula:

Sij=al/(a+b+c)
em que: a € o numero de locos comuns aos genotipos i e j; enquanto b e ¢ sdo os
nameros de locos presentes apenas em cada um dos genétipos.

O dendrograma foi obtido pelo método UPGMA (Unweighted Pair-Group
Method Using na Arithmetic Average) e realizado o agrupamento pela ligacdo média
entre grupos. Para a andlise dos dados utilizou-se o Programa Genes (Cruz, 2013).

O célculo do coeficiente de correlacédo cofenética (CCC) estima o grau entre a
matriz de dissimilaridade (matriz cofenética F ou D1) e a matriz resultante da
simplificacdo devido ao método de agrupamento (matriz cofenética C), a fim de

verificar a consisténcia do agrupamento.

3.5. Divergéncia genética pelo método Ward-MLM
Para a quantificagdo da divergéncia genética foi adotado a metodologia Ward-
MLM (Modified Location Model) propostos por Franco et al. (1998) empregada

conforme descrito por Viana e Resende (2014). Esta técnica permite o calculo da
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distancia entre duas unidades experimentais ou amostrais quando sdo avaliados
diferentes tipos de variaveis quantitativas e qualitativas conjuntamente, por meio de
um algoritmo que estima a similaridade, utilizando dados quantitativos e qualitativos
(Gower, 1971). As expressdes sdo apresentadas por Crossa e Franco (2004) em que

Zwijkdijk

a distancia de dissimilaridade de Gower € expresso por: d; = k=1p— , ha qual dix é
zwijk
k=1

a contribuicdo da variavel k para a distancia total. Se a variavel é qualitativa (binaria

o

ou multicategorica), dik assume valor 1 quando h& concordancia positiva ou negativa

para a variavel k entre os individuos i e j, e assume valor 0, em caso contrario. Por

sua vez, se a variavel é quantitativa ou ordinal, dik é dado por dij = —‘ yikl_:) yjk‘ , em que
k

Rk € a amplitude de variagdo da variavel k. E yik e yjk sdo os valores da variavel k para

os individuos i e j, respectivamente. A divisdo por Rk elimina as diferencas entre

escalas das variaveis, produzindo um valor dentro do intervalo [0,1] e pesos iguais.

A metodologia Ward-MLM pode ser dividida em duas fases distintas. A primeira
consiste na geracdo de agrupamentos pelo Método Ward (Ward Junior, 1963),
utilizando a matriz de dissimilaridade fornecida pelo método de Gower (Gower, 1971).
Na segunda fase, a média do vetor da varidvel quantitativa para cada subpopulacéo,
independentemente dos valores da variavel qualitativa, sendo estimados pelo
procedimento MLM (Cabral et al., 2010).

A definicdo do numero ideal de grupos foi realizada de acordo com os critérios
do pseudo F e pseudo T2 Todas as andlises foram realizadas usando o software
estatistico SAS (SAS Institute, 2009), seguindo as seguintes etapas. Primeiramente,
o algoritmo de Gower, utilizado para estimar a matriz de similaridade e as distancias
entre as observacbes; em seguida o método de Ward, que gerou o primeiro
agrupamento.

Essa sequéncia criou um arquivo que contém as distancias entre as
observacdes. Depois, seguindo o método MLM, obteve-se o gréafico logaritmo da
funcado da verossimilhanca maximizada para diferentes nUmeros provaveis de grupos,
desde 1 a 5. Pela observacado dos “picos” de verossimilhanca para os diferentes
nameros de grupos no gréafico, definiu-se o nimero apropriado de grupos e por fim,

fez-se a andlise MLM completa para o numero de grupos definidos no segundo passo,
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apresentando os resultados da classificacdo da analise candnica para as variaveis
guantitativas e uma tabela da descricdo dos grupos formados, gerando arquivo
contendo as coordenadas candnicas para as observagfes. As andlises estatisticas

foram realizadas utilizando-se o software SAS (SAS Institute, 2003).

4. RESULTADOS

4.1. Selecao de descritores de sementes via anélise digital de imagem

Ao analisar as estimativas dos autovalores associados aos componentes
principais em relagdo as variaveis de cor e suas respectivas variancias relativas e
acumuladas, percebe-se que os trés primeiros componentes conseguiram explicar
89,88% da variancia acumulada, com a primeira variavel explicando 52,50%, a
segunda 26,16% e a terceira 11,22% (Tabela 2). De acordo com o método de Jolliffe
1972, 1973, cinco variaveis foram selecionadas. Sendo: abaixo do otsu canal
vermelho (C3), cor abaixo do otsucielab a (C4), cor cielab b (C15), cor cielab
dispersédo de b (C18) e cor matiz (C26), (Tabela 3).
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Tabela 2. Estimativas dos autovalores associados aos componentes principais e suas
variancias relativas e acumuladas, obtidas dos 34 caracteres de cor avaliados em
sementes de maracujazeiro azedo.

cp Autovalor Variancia relativa Variancia acumulada
1 17,85 52,50 52,50
2 8,89 26,16 78,66
3 3,81 11,22 89,88
4 1,38 4,07 93,95
5 0,74 2,16 96,11
6 0,44 1,30 97,41
7 0,31 0,91 98,32
8 0,17 0,50 98,82
9 0,12 0,35 99,17
10 0,10 0,28 99,45
11 0,06 0,18 99,64
12 0,04 0,13 99,77
13 0,03 0,08 99,85
14 0,02 0,05 99,89
15 0,01 0,03 99,93
16 0,01 0,02 99,95
17 0,01 0,02 99,97
18 0,01 0,02 99,98
19 0,00 0,01 99,99
20 0,00 0,01 99,99
21 0,00 0,00 100,00
22 0,00 0,00 100,00
23 0,00 0,00 100,00
24 0,00 0,00 100,00
25 0,00 0,00 100,00
26 0,00 0,00 100,00
27 0,00 0,00 100,00
28 0,00 0,00 100,00
29 0,00 0,00 100,00
30 0,00 0,00 100,00
31 0,00 0,00 100,00
32 0,00 0,00 100,00
33 0,00 0,00 100,00
34 0,00 0,00 100,00

1CP: componentes principais
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abela 3. Estimativas dos coeficientes de ponderagéo associados aos componentes principais com autovalores inferiores a 0,7 e identificagdo dos caracteres
com indicacdo para descarte, em cada componente, pela selecdo direta em 34 caracteres de cor relacionada as sementes de 35 FIC de maracujazeiro azedo.

Componente principal

Variavel CP34 CP33 CP32 CP31 CP30 CP29 CP28 CP27 CP26 CP25 CP24 CP23 CP22 CP21 CP20
C1 -0,163 0,235 0,125 0,100 -0,086 -0,086 0,171 -0,067 0,013 -0,077 -0,377 -0,235 -0,180  0,486W -
Cc2 -0,163 0,096 -0,308 -0,070 0,049 0,046 -0,172  0,4830 - - - - - - -
C3 -0,259 -0,065 0,147 0,058 -0,210 0,495 -0,106 -0,165 0,381 0,163 0,360 -0,219 0,072 0,051 0,289
C4 -0,055 -0,169 -0,263 -0,022 0,000 -0,176 0,031 0,322 0,397 -0,055 -0,163 0,119 -0,184 0,097 0,229
C5 0,086 0,452 0,173 0,126 0,055 -0,014 0,379 0,067 0,122 -0,074 -0,298 0,221 0,267 -0,138 0,374
C6 0,213  -0,459W - - - - - - - - - - - - -
c7 0,215 -0,146 0,184 0,546W - - - - - - - - - - -
Cc8 -0,379 -0,065 -0,380 0,070 -0,006 -0,196  0,463W - - - - - - - -
C9 0,312 0,038 -0,272 -0,050 0,247 0,515W - - - - - - - - -
C10 -0,116 -0,088 -0,013 -0,044 -0,064 -0,094 0,004 0,028 0,082 0,039 -0,003 0,022 0,161 -0,059 -0,155
Ci11 0,130 -0,036 0,119 0,248 -0,023 -0,050 -0,119 0,046 0,088 0,199 0,009 0,178 0,130 -0,028 -0,115
C12 -0,025 0,149 0,400® - - - - - - - - - - - -
C13 -0,074 0,030 -0,001 0,015 0,007 -0,005 -0,036 -0,012 -0,046 -0,020 0,004 -0,015 -0,043 0,150 0,067
Cl14 0,114 0,291 0,119 0,021 0,029 0,133 -0,073 -0,413  -0,4850 - - - - - -
C15 0,059 -0,359 0,016 -0,083 -0,494 0,062 0,155 -0,003 -0,305 -0,069 -0,303 -0,255 -0,320 -0,221 0,096
C16 0,342 0,019 -0,089 -0,139 0,025 -0,043 0,192 0,038 0,014 0,373W - - - - -
C17 -0,022 -0,005 0,023 0,009 -0,004 0,011 -0,037 -0,018 -0,011 -0,057 -0,020 0,024 0,043 -0,136 -0,140
C18 -0,102 0,001 0,012 0,042 0,002 0,011 -0,048 -0,002 -0,007 -0,079 -0,026 0,029 0,006 -0,023 -0,003
C19 -0,459W - - - - - - - - - - - - - -
C20 0,209 0,401 -0,332 0,085 -0,328 -0,315 -0,229 -0,102 0,095 -0,205 0,243 -0,221 0,075 -0,215 -0,061
c21 -0,042 -0,008 0,006 0,011 0,009 -0,019 -0,022 -0,001 -0,009 -0,013 0,021 0,006 -0,005 0,062 0,001
Cc22 0,061 0,014 0,001 0,004 -0,007 0,004 0,003 -0,002 0,036 0,000 -0,012 -0,005 0,014 -0,064 -0,003
C23 0,067 0,044 0,015 0,031 -0,032 -0,059 -0,002 -0,053 0,043 0,034 -0,076 -0,028 -0,074 0,122 -0,151
C24 0,112 0,056 0,018 0,000 -0,032 -0,056 0,038 -0,067 0,051 0,022 0,006 0,008 -0,018 -0,077 0,038
C25 0,084 0,005 0,003 0,003 -0,024 -0,012 0,033 0,002 0,015 -0,005 -0,024 0,001 0,008 -0,116 -0,061
C26 0,061 -0,003 0,015 -0,012 -0,029 0,003 0,056 0,004 -0,008 -0,019 -0,001 -0,013 0,024 -0,103 -0,003
c27 0,177 -0,196 0,168 0,065 -0,289 0,232 0,339 0,154 -0,076 0,016 0,095 0,376 - - -
C28 -0,001 -0,059 -0,145 -0,221 0,307 0,167 -0,254 -0,307 0,182 0,299  -0,4470 - - - -
C29 -0,102 -0,021 0,376 0,088 0,501® - - - - - - - - - -
C30 0,050 -0,006 0,007 -0,073 0,018 0,011 0,012 -0,003 -0,028 0,065 -0,139 -0,170 0,095 -0,366 0,335
C31 0,017 0,040 0,037 0,103 -0,017 -0,014 0,114 -0,103 0,206 -0,140 0,213 0,324 -0,465 0,096 -0,141
C32 -0,104 -0,023 -0,043 -0,048 -0,011 -0,004 -0,150 0,152 -0,235 0,077 -0,102 -0,196  0,513W - -
C33 0,117 -0,060 -0,002 -0,020 -0,014 -0,022 0,061 -0,014 0,051 -0,014 0,037 -0,015 0,059 0,025 -0,362
C34 0,017 -0,013 0,009 -0,004 -0,008 -0,023 0,008 -0,002 -0,007 -0,011 0,025 0,010 0,023 -0,023 -0,055
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Mvariavel indicado para descarte. Continua...

Tabela 3. Continuacéo

Variavel CP19  CP18 CP17 CP16 CP15 CP14  CP13 _ CP12 _ CP11 __ CP10 CP9 CPs CP7 CP6
c3 0,053  -0,131 0,090 0,040  -0012 0063 -0010 -0098 -0,100 0,105 0,022 0,060 0,070  -0,023
ca 0,132 0,219 -0,083 0,345 0,120 0,152  -0,002 0,095 0024  -0,022 0,073 0,113 0,206  -0,073
cé - - - - - - - - - - - - - -
c8 - - - - - - - - - - - - - -
c9 - - - - - - - - - - - - - -

C10 0,220  -0,058 -0,042  -0,489W - - - - - - - - - -
c11 0,122 0,089 0,313 0,166 0,548 - - - - - - - - -
c12 - - - - - - - - - - - - - -
c13 0,017 0,190 -0,027 0,284 0,199  -0,320  -0,274  0,654® - - - - - -
C14 - - - - - - - - - - - - - -
Cc15 -0,078  -0,032 0,228 0,047 0,053 0020 0018 0,001  -0043  -0,063 -0,012 0,031 0,002 0,054
C16 - - - - - - - - - - - - - -
c17 0,034  -0,033 0,040 0238 0,144  -0,047 0,104 0,009 0,565 - - - - -
c18 0,067 0,120 -0,142 0,116  -0,227  -0,103  -0,024  -0,156  -0,107 0,025 -0,237 -0,361 -0,268 0,112
C19 - - - - - - - - - - - - - -
C20 -0,075 0,065 0,000 0,140  -0049 0141  -0,006 0,006 0,017 0,086 0,044 0,011 -0,012  0,259®
c21 0,038 0,071 -0,101 0,061  -0,043 -0,044 0579 0,108  -0,159 0,059 0,110  -0,608® - -
c22 0,136 0,041 0,268 0,072 0,200 -0,132  -0,096  -0,180 0,043  -0,213  -0,612 - - -
c23 0,679 - - - - - - - - - - - - -
C24 0,532 0,011 0,331 0076  -0,340 0,462 - - - - - - - -
C25 0,109  -0,189 0,294 0,042 0,158  -0,291 0,156  -0,048  -0,092 0,079 -0,145 0,057  -0,460® -
C26 0,054  -0,315 0,217 0,049  -0,092 -0,174  -0,104 0,208 0,007 0,024 0,526 -0,322 0,393 0,092
c27 - - - - - - - - - - - - - -
c28 - - - - - - - - - - - - - -
C29 - - - - - - - - - - - - - -
C30 0,145  -0,047  -0,414® - - - - - - - - - - -
c31 0,125  -0,069 0,153 0,003  -0,141  -0,121 01125 0,101 0,327  -0,264® - - - -
c32 - - - - - - - - - - - - - -
C33 0,163  -0,650W - - - - - - - - - - - -
C34 0,003 -0,083 0,043 0049 0,077 0,146  0,643® - - - - - - -
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Quando se avalia o descarte preliminar efetuado pela selecéo direta, verifica-se que
a primeira variavel indicada, foi C19, apresentando o maior coeficiente de ponderacdo
em maddulo com o ultimo componente principal (-0,4585), seguido pelas variaveis C6,
C12, C7, C29, cujos maiores autovetores em modulo ocorreram nos componentes
principais 33, 32 31 e 30, respectivamente (Tabela 3). Nesse procedimento, 29
variaveis foram consideradas redundantes.

As varidveis de geometria, 0s trés primeiros componentes principais
conseguiram explicar 79,25% da variacao relativa (Tabela 4). Foram selecionados
seis variaveis relacionados a geometria, sendo G8, G14, G18, G23, G24, G25 (Tabela
5).

Tabela 4. Estimativas dos autovalores associados aos componentes principais e suas
variancias relativas e acumuladas, obtidas dos 34 caracteres de geometria avaliados
em sementes de maracujazeiro azedo

CP Autovalor variancia relativa variancia acumulada
1 15,10 44,30 44,30
2 9,78 28,69 72,99
3 2,13 6,26 79,25
4 1,83 5,36 84,61
5 1,66 4,88 89,49
6 1,13 3,33 92,82
7 0,66 1,94 94,75
8 0,54 1,57 96,32
9 0,27 0,80 97,12
10 0,26 0,77 97,89
11 0,19 0,55 98,44
12 0,11 0,32 98,76
13 0,07 0,22 98,98
14 0,06 0,16 99,14
15 0,05 0,13 99,27
16 0,04 0,12 99,39
17 0,03 0,10 99,49
18 0,03 0,08 99,57
19 0,03 0,08 99,65
20 0,02 0,06 99,71
21 0,01 0,04 99,75
22 0,01 0,04 99,79
23 0,01 0,03 99,82
24 0,01 0,02 99,84
25 0,01 0,02 99,86
26 0,01 0,02 99,87
27 0,00 0,01 99,88
28 0,00 0,00 99,88
29 0,00 0,00 99,89
30 0,00 0,00 99,89
31 0,00 0,00 99,89
32 0,00 0,01 99,89
33 0,01 0,04 99,94
34 0,02 0,06 100,00

CP: componentes principais.
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Com o uso das estimativas dos coeficientes de ponderacao (Tabela 5), foram
descartados 28 variaveis quantitativas. Verificou-se que o primeiro carater indicado
foi G10 (0,4397), seguido pelas variaveis G21 (0,4521), G2 (0,5104), G20 (0,5538),
G19 (0,7895), respectivamente. cujos maiores autovetores em maodulo ocorreram nos

componentes principais 33, 32 31 e 30, respectivamente (Tabela 5).
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Tabela 5. Estimativas dos coeficientes de ponderagéo associados aos componentes principais com autovalores inferiores a 0,7 e identificacdo dos caracteres
com indicacdo para descarte, em cada componente, pela selecdo direta em 34 caracteres de geometria relacionada as sementes de 35 FIC de maracujazeiro
azedo.

Componente principal

Variavel —=5 0 p33  cp32  CP3l __CP30 __CP29 _ _CP28 _ CP27 _ CP26 __CP25 _ CP24 __CP23 __CP22 __CP2l____CP20
G1 20,309 -0,037 -0,082 0002 -0,015 0035 0051 -0112 -0132 -0137 0011 _ 0133  -0,104 0035 0,252
G2 0,208 0006 -0,5100 i - ; ; ; ; ; i - - i ;
G3 0023 -0179 0069 -0,033 0016 -0,055 -0,079 0032 0089 -0,124 -0,016 -0,041 -0205 0,095 0,179
G4 0,020 0022 -0017 0017 0036 -0,027 0053 -0,057 0073 0146 -0036 -0039 -0029 0013  -0,028
G5 .0,187  -0,043 0217 -0,170 0176 0,019 0203  -0,156  -0,095 0,412® - - - - -
G6 0,014 0015 -0,061 0022 -0,047 0016 0006 0049 -0,109 -0,012 -0,049 0014 0,158 -0,172 0,144
G7 0152 -0340 0317 0070 0104 -0,097 0003 -0,109 -0,344 -0,284 -0050 -0010 -0,171 -0,229  -0,010
G8 0281 0216 0042 0070 0018 -0,012 -0,018 0001 0001 0017 -0049 -0042 -0021 -0052 -0,045
G9 0,069 0056 -0,038 0015 0018 0077 0003 -0049 -0027 0094 -0055 0039 0119 0073 0,000

G10  0,4400 - - - - - - - - - - - - i -
Gl1 0282 0318 -0071 008 0056 -0012 0039 -0,030 -0048 -0,150 -0,137 -0,161 0066 0277  -0,429

G12 -0,067 -0,081 -0,050 -0,258 -0,091 -0,054 0,032 -0,001 0,026 0,129 0,141 0,463W - - -
G13 -0,006 0,065 0,021 -0,018 -0,032 0,050 -0,023 -0,079 -0,055 0,001 -0,079 0,157 0,092 0,076 0,160
Gl14 0,121 0,012 -0,002 -0,007 -0,038 -0,023 0,108 -0,149 -0,116 -0,021 -0,063 0,054 -0,093 0,063 0,316
G15 -0,045 -0,166 -0,089 0,019 -0,121 -0,013  -0,283W - - - - - - - -
G16 -0,062 -0,035 -0,062 0,075 0,006 0,015 0,008 -0,032 -0,002 0,036 -0,014 0,059 0,059 -0,009 0,037
G17 0,182 0,107 0,073 0,033 -0,001 -0,060 -0,023 -0,001 -0,029 0,072 -0,090 0,119 0,123 -0,078 -0,207
G18 -0,131 -0,067 -0,019 -0,069 0,003 0,062 0,074 -0,017 -0,033 -0,090 0,040 -0,079 -0,042 0,042 0,204
G19 -0,106 0,131 0,066 0,085 0,790W - - - - - - - - - -

G20 0,012 0,043 -0,268  -0,554M - - - - - - - - - - -
G21 0,209 0,452 - - - - - - - - - - - - -
G22 -0,272 0,096 0,034 0,068 -0,178 -0,011 -0,123 0,044 0,010 0,001 -0,253 -0,104 -0,141 -0,016 -0,376
G23 -0,223 -0,037 -0,121 0,482 -0,056 0,082 -0,241 -0,065 0,013 0,164 -0,392 0,075 0,207 -0,188 -0,006
G24 0,111 0,365 0,130 -0,045 -0,274 -0,042 -0,127 0,279 -0,247 -0,273 0,150 0,286 0,107 0,278 -0,153
G25 0,012 -0,309 0,017 -0,194 -0,059 0,048 0,196 0,391 -0,148 0,320 -0,106 -0,321 -0,068 0,226 0,065

G26 0,024 -0,009 -0,116 0,101 -0,172 0,533 0,087  -0,470W - - - - - - -
G27 -0,010 -0,055 0,189 0,153 0,009 -0,010 -0,227 0,143 -0,313 0,407 0,128 -0,079  -0,355(M - -
G28 0,006 -0,193 0,238 0,194 -0,065 -0,113 -0,245 -0,161 0,252 0,144 0,282 0,267 -0,089 0,068 0,115
G29 -0,095 -0,027 -0,268 -0,023 -0,010 0,145 0,175 -0,019  -0,501W - - - - - -
G30 -0,275 0,359 0,154 -0,186 0,015 0,022 0,128 0,170 0,030 -0,075 0,181 -0,257 -0,170  -0,378W -
G31 0,034 0,024 0,432 -0,213 -0,298 0,117 0,269 -0,133 0,334 -0,059 -0,495 - - - -
G32 -0,126 0,037 -0,215 0,295 -0,035  -0,661W -

G33 0,276 0,018 0,036 0,039 -0,031 -0,035 -0,017 -0,046 -0,044 -0,079 -0,033 0,020 -0,097 0,081 0,009
G34 0,003 -0,069 -0,048 0,029 -0,006 0,050 -0,080 0,051 0,028 -0,027 0,043 0,007 -0,008 0,007 -0,099

(Mvariavel indicado para descarte

Continua...
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Tabela 5. Continuacéo

Componente principal

Variavel CP19 CP18 CP17 CP16 CP15 CP14 CP13 CP12 CP11 CP10 CP9 CP8 CP7
Gl 0,113 0,179 0,294W - - - - - - - - - -
G2 - - - - - - - - - - - - -
G3 -0,199 -0,246 0,023 -0,053 0,102 -0,053 0,6240 - - - - - -
G4 0,101 0,180 -0,011 0,070 0,001 -0,008 -0,057 -0,385 -0,038 -0,011 0,514W - -
G5 - - - - - - - - - - - - -
G6 -0,075 0,013 -0,114 0,192 0,193 -0,002 -0,113 0,113 -0,186 0,768W - - -
G7 -0,157 -0,024 0,043 -0,341 - - - - - - - - -
G8 -0,064 0,006 -0,047 0,115 0,245 0,146 0,002 -0,169 -0,235 0,053 -0,300 0,194 -0,110
G9 0,069 -0,153 -0,031 -0,242 -0,166 0,342M - - - - - - -
G10 - - - - - - - - - - - - -
G111 - - - - - - - - - - - - -
G12 - - - - - - - - - - - - -
G13 -0,029 -0,355W - - - - - - - - - - -
Gl4 -0,064 -0,010 0,262 0,333 0,275 0,353 0,140 -0,111 -0,114 -0,060 0,111 -0,307 -0,216
G15 - - - - - - - - - - - - -
Gl16 0,069 0,098 0,079 0,052 -0,051 -0,085 0,227 -0,381 0,036 0,065 0,384 0,333W -
G17 0,073 0,113 -0,079 -0,098 0,250 0,305 -0,050 0,427W - - - - -
G18 -0,094 -0,264 0,114 0,103 -0,189 -0,128 0,018 -0,231 -0,139 0,114 -0,376 0,042 0,124
G19 - - - - - - - - - - - - -
G20 - - - - - - - - - - - - -
G21 - - - - - - - - - - - - -
G22 -0,102 -0,134 -0,148 0,231 0,426W - - - - - - - -
G23 -0,276 0,099 0,293 -0,117 -0,115 -0,006 0,125 0,078 -0,224 -0,084 -0,053 -0,021 -0,010
G24 -0,122 -0,171 0,266 0,029 -0,047 -0,242 -0,040 -0,035 0,006 0,046 0,144 0,013 -0,140
G25 -0,131 0,138 0,280 -0,202 0,284 -0,057 -0,148 -0,002 0,087 0,048 -0,020 0,019 0,087
G26 - - - - - - - - - - - - -
G27 - - - - - - - - - - - - -
G28 0,467 - - - - - - - - - - - -
G29 - - - - - - - - - - - - -
G30 - - - - - - - - - - - - -
G31 - - - - - - - - - - - - -
G32 - - - - - - - - - - - - -
G33 0,045 -0,058 0,015 -0,007 0,119 0,168 -0,096 -0,052 -0,432W - - - -
G34 0,009 -0,150 -0,119 -0,162 -0,095 -0,123 -0,237 0,135 -0,303 -0,071 0,359 -0,295 0,277W
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Nas estimativas dos autovalores associados aos componentes principais das
caracteristicas de textura das sementes, trés componentes principais explicaram
83,62% da variabilidade observada, onde o primeiro componente foi responsavel por
52,18% da variacéo, o segundo componente por 20,94% e o terceiro componente por
10,50% desta variagdo Foram selecionados seis variaveis de textura sendo T3, T7,
T11, T15, T19 e T25 ou seja, das 27 varidveis analisadas 21 (77,77%), eram

redundantes (Tabela 6). .

Tabela 6. Estimativas dos autovalores associados aos componentes principais e suas
variancias relativas e acumuladas, obtidas dos 27 caracteres de textura avaliados em
sementes de maracujazeiro azedo

CP Autovalor Variancia relativa Variancia acumulada
1 14,09 52,18 52,18
2 5,65 20,94 73,12
3 2,84 10,50 83,62
4 1,16 4,30 87,93
5 0,93 3,46 91,39
6 0,80 2,95 94,34
7 0,53 1,97 96,31
8 0,33 1,23 97,54
9 0,24 0,90 98,44
10 0,16 0,60 99,04
11 0,09 0,33 99,38
12 0,06 0,21 99,59
13 0,04 0,15 99,74
14 0,02 0,09 99,83
15 0,02 0,07 99,90
16 0,01 0,03 99,93
17 0,01 0,03 99,96
18 0,01 0,02 99,98
19 0,00 0,01 99,99
20 0,00 0,01 99,99
21 0,00 0,00 100,00
22 0,00 0,00 100,00
23 0,00 0,00 100,00
24 0,00 0,00 100,00
25 0,00 0,00 100,00
26 0,00 0,00 100,00
27 0,00 0,00 100,00

1CP: componentes principais.
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Com o uso das estimativas dos coeficientes de ponderacao (Tabela 7), foram
descartados 21 variaveis quantitativas de textura. A variavel T17, apresentou o maior
coeficiente de ponderacdo em mdédulo com o ultimo componente principal (-0,515),
seguido pelas variaveis T20 (-0,743), T10 (-0,802), T22 (0,431), T8 (-0,440),
respectivamente, cujos maiores autovetores em modulo ocorreram nos componentes
principais 27, 26, 25, 24, 23, 22 respectivamente, (Tabela 7).

Em geral foram selecionadas cinco variaveis de cor, seis variaveis de geometria
e seis de textura. Totalizando 17 variaveis selecionadas, representando um descarte
de 82,11% em relacdo a total das varidveis analisadas. Essas 17 variaveis
selecionadas foram utilizadas nos estudos de divergéncia genética entre as familias
de maracujazeiro. Sendo: cor abaixo do otsu canal vermelho (C3), cor abaixo do
otsucielab a (C4), cor cielab b (C15), cor cielab disperséo de b (C18), cor matiz (C26),
geometria complexidade da forma (G8), geometria diametro lateral (G14), geometria
esfericidade de forma modificada (G18), geometria perimetro convexo (G23),
geometria quociente de aspecto (G24), geometria retdngulos circunscritos maior area
(G25), textura haralick correlagédo (T3), textura haralick homogeneidade (T7), textura
haralick média, textura lawsle (T11), textura lawsrw (T15),textura runlenghtginu (T19)

e textura runlenghtsrhge (T25).
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Tabela 7. Estimativas dos coeficientes de ponderacdo associados aos componentes principais com autovalores inferiores a 0,7 e identificacdo
dos caracteres com indicacdo para descarte, em cada componente, pela selecdo direta em 27 caracteres de textura relacionada as sementes
de 35 FIC de maracujazeiro azedo

Componente Principal

Variavel CP27 CP26 CP25 CP24 CcP23 CP22 CP21 CP20 CP19 CP18 CP17
T1 0,010 0,002 0,002 -0,004  -0,006 0,010 20,018 0,008  -0,037  -0,024  -0,034
T2 -0,062 -0,001 0,042 0,138 -0,134 0,204 -0,004 0,155  -0,337 0,132  -0,061
T3 0,015 0,002 0,000 0022 0,025  -0,008 -0,026 0,024  -0,061 0054  -0071
T4 0,054 0,010  -0,017 0,222 0,280  -0,379 0,115 0,109 0452  -0,295  -0,097
T5 0,047 0,004 -0,017 0,036  -0,008 0,034 -0,021 0,078  -0,037 0,022 0,022
T6 0,109 0,006 -0,067 0,095  -0312 0,358 0,169 0,074  0,519® - i
T7 -0,153 -0,013 0,078 0,006 0,040  -0,222 0,255 0,224 0,353 0,198  -0,341
T8 -0,310 -0,035 0,060 0,172 0,099  -0,440® - - - - -
T9 -0,047 -0,006 0,000 0,017 0,092  -0,139 0,038 0,030 -0,100 0144  -0,098
T10 -0,136 0,031  -0,802® - - ] - - - - -
T11 0,003 0,001 0,006  -0,003 0,006  -0,033 0,004 0,033  -0,058  -0,009  -0,049
T12 0,042 0,003 0,047 0,018  -0,015  -0,055 -0,061 0,051 0,032  -0,484® -
T13 -0,039 0,005  -0,011  -0011  -0,003  -0,004 0,000 0026  -0021  -0,071 0,001
T14 -0,017 -0,001 0,005 0,027 0,043  -0,141 0,105 0,094  -0,130  -0,239  -0,034
T15 0,260 0,042 0,221 0,146 0,080  -0,081 0,090 0,619 0,029 0,156 0,276
T16 0,356 0,048 0,362 0,198  -0221  -0,002 0,074  -0,6220 i - ]
T17 -0,515® - - - - - - - - - -
T18 0284  -0,011 0221  -0,387® - - - - - - -
T19 0,229 0,003 -0,226 0,343  -0,340  -0,238 0,105 0,064  -0019 0280  -0,081
T20 0,070  -0,743® - - - ] ] - - ] -

T21 0,087 -0,007 -0,108 0,087  -0224  -0084  -0,157 0,139 0,049  -0,324 05810
T22 0,338 0,138 -0,029 0,334  0,431® - - - - - -
T23 0,042 0,008 0,013 0,005 0117  -0,040  -0,092 0,005  -0242  -0,087 0,059
T24 -0,025 -0,002 0,024 0,024 0,039  -0,060 0,003 0,004 0,029 0,008 0,102
T25 -0,147 0,643 0,034  -0,132  -0,383  -0,042 -0,210 0,130 0,101  -0,151  -0,205
T26 0,215 0,045 0073  -0,072 0219  -0085  -0550® - - ] ]
T27 -0,215 -0,044 0,073 0,061  -0201 0,066 0,524 0,060  -0,148  -0,199 0,032

(Mvariavel indicado para descarte

Continua...

49



Tabela 7. Continuacdo

Componente Principal

Variavel CP16 CP15 CP14 CP13 CP12 CP11 CP10 CP9 CP8 cP7
T1 -0,007 0,032 0,020 0,034 0,018 20,014 0,002 0,119 -0,040 0,226®
T2 0,136 0,504® i - - - - - - -
T3 0,034 0,069 0,134 -0,356 0,032 0,016 0,375 -0,061 0,231 0,120
T4 -0,247 0,163 0,018 -0,209 -0,084 -0,252( i - - -
T5 0,008 -0,037 0,019 -0,147 0,281 0,083 0,100 0,030 -0,510® ]
T6 - ) - - - - - - ) ;
T7 0,251 0,420 -0,167 0,271 -0,043 0,075 -0,117 -0,191 0,108 0,163
T8 - ; ] - - ] ] ] - -
T9 -0,063 -0,404 0,007 0,652 - - - - - -
T10 - - - - - - - - - -
T11 0,084 -0,047 -0,126 0,086 0,022 -0,116 0,109 -0,129 -0,273 -0,003
T12 - ] ] - - ] ] ] - -
T13 -0,007 -0,027 -0,104 -0,152 -0,234 0,026 -0,479 - - -
T14 0,513® ] ] - - ] ] ] ] ]
T15 -0.434 0,004 -0,006 -0,021 0,013 -0,001 -0,077 -0,110 -0,131 -0,029
T16 - i - - - - - - - -
T17 ; ; ; ; ; ; ; ; ; ;
T18 - ; ; - - ] ] ; ; ;
T19 0,053 -0,234 0,181 -0,114 -0,213 0,065 0,252 0,045 0,192 -0,008
T20 - - - - - - - - - -
T21 - ; ; - - ] ] ; ; ;
T22 - ; ; - - ] ] ; ; ;
T23 0,087 0,272 -0,324® ; ; ] ] ] ] ]
T24 0,159 0,054 -0,227 0111  -0,339® - - - - -

T25 -0,106 -0,051 -0,134 0,000 0,076 0,015 0,220 -0,024 0,108 0,045
T26 - - - - - - - - - -
T27 -0,191 -0,063 -0,026 -0,128 0,132 0,104 -0,077 -0,444® ; ;
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4.2. Marcadores moleculares

Dos 35 iniciadores ISSR utilizados, 21 foram selecionados por apresentarem
quantidade, qualidade e reprodutibilidade de bandas amplificadas. Todos os 21
iniciadores apresentaram polimorfismo para os 35 genotipos estudados. Um total de
108 bandas foram produzidas (Tabela 8), das quais 63 foram polimérficas, a
porcentagem de polimorfismo entre os genétipos foi de 58,33%,.

Tabela 8. Relacdo dos Primers ISSR, niumero de total de bandas, porcentagem de
polimorfismo e amplitude de bases, para estudo da divergéncia genética entre as 35
FIC de maracujazeiro-azedo. Tangara da Serra, 2017.

Plrlsrggs Se%lf_%r.lc'a TA°C TB BP % de polimorfismo Amplitude (pb)
TrAAC3'RC (AAC)s 52 5 5 100,00 1500-300
TriAGC3'RC (AGC)s 54 6 5 83,33 3000-200

DIGA5'C C(GA)s 58 11 6 54,55 1500-100

DIGA3'C (GA)sC 54 7 3 42,86 3000-600

DIGA5'CY CY(GA)s 52 5 3 60,00 1000-200
DIGT5'CY CY(GT)s 56 6 3 50,00 1000-200
DIGA3'YC (GA)sYC 48 6 5 83,33 3000-300

DIGA3'T (GA)sT 50 7 6 85,71 3000-300
TrAAG3'RC (AAG)s 43 4 2 50,00 1500-400
TrACA3'RC (ACA)s 50 5 3 60,00 1500-200
TriCAA3'RC (CAA)5 50 4 3 75,00 1000-400

PE225 (1) (GA)sCC 50 5 3 60,00 1500-300
PE225 (2) (GT)sCC 52 3 2 66,67 1500-600
PE225 (5) (AG)sYT 50 4 2 50,00 1500-600
PE225(14) (GA)sC 50 4 3 75,00 1500-300

PEG1 AG)sT 48 5 1 20,00 1500-300

PEG7 (CACA)4 48 4 1 25,00 1500-900

PEG13 (CT)sG 47 4 1 25,00 1000-600
PE225(33) (AG)sT 52 4 1 25,00 1500-400
PE225(83) (TC) sG 50 5 2 40,00 1000-100
PE225(84) (TC)sRG 50 4 3 75,00 1000-600
Total 108 63

lTemperatura de anelamento (TA), nimero total de bandas (TB), nimero de bandas polimérficas (BP).

O numero total de bandas produzidas por iniciador variou de 3 a 11, com média
de 5,14 bandas por iniciador. A média de bandas poliférmicas por iniciador foi de
aproximadamente 3 bandas. O tamanho dos fragmentos amplificados variou de 100 a
3000 pb, aproximadamente (Tabela 8). Um exemplo do padrdo de banda e
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polimorfismo detectado para o iniciador DIGA3'T aplicado nos gendtipos de
maracujazeiro azedo esta apresentado na Figura 3.

Figura 3. Padrdo de amplificacdo de um dos iniciadores ISSR utilizados nas 35 FIC
de maracujazeiro azedo obtidos em gel de agarose a 2%.

A matriz gerada obteve o seguinte coeficiente de correlacdo cofenética :
Jaccard 0,83. Com base na matriz de distancia de Jaccard, gerou-se o dendrograma
(Figura 4). Fazendo-se um corte vertical a uma distancia de ligacdo de 0,09 no
agrupamento hierarquico dos acessos com base nas caracteristicas avaliadas,
observa-se que houve a formacéo de quatro grupos. O grupo um foi formando pela
FIC 23, o segundo agrupou apenas a FIC11, o terceiro a FIC 16 e o quarto grupo
reuniram, as FIC 33, 31, 1, 27, 26, 14, 29, 9, 3, 4, 32, 25, 22, 15, 34, 18,17, 21, 19, 8,
5,12,7, 24, 26, 30, 10, 2, 6, 13, 35, 20 respectivamente.
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Figura 4. Dendrograma gerado pelo método UPGMA, utilizando 63 locos ISSR em 35
FIC.
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4.3. Divergéncia genética utilizando descritores morfolégicos

Das 23 varidveis qualitativas analisadas houve polimorfismo somente para 13
variaveis. Pelo procedimento da funcdo da verossimilhanca foi determinado como
quatro o numero ideal de grupos. Este numero ideal foi verificado onde ocorreu maior
incremento na funcao logaritmica, sendo verificado o maior valor absoluto no quarto
grupo. A estratégia de classificacio Ward-MLM para analise de dados
morfoagrondmicos permitiu a constituicdo dos 4 grupos: grupo | com 5 FICs, Il com
12 FICs, grupo Il com 8 FICs e grupo IV com 10 FICs.

Considerando as caracteristicas qualitativas avaliadas presentes no limbo foliar
(Tabela 9) pode-se observar, para a variavel profundidade dos sinus, predominio da
profundidade tipo média com 62,86%, tipo profundo 31,43% e apenas 5,71% para a
profundidade tipo rasa nos genétipos avaliados. Para essa variavel o grupo IV
apresentou o maior numero de FIC com a profundidade média. Para a variavel
comprimento da bractea 82,5% dos gendtipos apresentaram comprimento médio,
seguido de 14,29% de bracteas longas e 2,86% de bracteas consideradas curtas. Em
relacdo ao comprimento sépala 71,43% das FICs apresentam sépalas de
comprimento meédio, 20% comprimento curto e em 8,57% o comprimento foi
considerado longo sendo o grupo Il e IV com o maior nimero de FICs com a flor de
comprimento médio. Para os gendétipos avaliados 60% apresentaram largura de
sépala estreito e 40% largura de sépala médio, o grupo Il é formado por FICs com
largura de sépala média e larga. Dentre os gendétipos avaliados 51,43% das flores
possuiam o didmetro da corona médio e 48,57 % diametro da corona pequeno, 0
grupo Il apresentou FICs com didmetro da corona médio e pequeno.

Em relacdo ao diametro longitudinal do fruto 94,29% dos gendétipos foram
considerados curtos e 5,71% dos gendtipos possuia diametro longitudinal médio. Para
a variavel diametro transversal 80,0% dos gendtipos apresentaram diametro pequeno
e 20,0% diametro transversal médio, o grupo Il (10 FIC) e IV (10 FIC) apresentaram
o maior numero de FICs com o didmetro longitudinal curto. Para a variavel relacdo
didmetro longitudinal e transversal 80% do gendtipos apresentaram relacdo meédia e
20% relacdo grande. Em relagéo a forma do fruto a forma oval foi a predominante com
cerca de 48,57 % dos gendtipos, seguido da forma arredonda com cerda de 42,86%.
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Tabela 9. Classes fenotipicas dos descritores morfologicos qualitativos das FIC de maracujazeiro por
grupo formados pela estratégia Ward-MLM

Grupos Total
Descritores Classificacéo [ I [} v
6 (12 B (10 (%)
Raso (3) 1 - - 1 571
Limbo Foliar: profundidade dos sinus Médio (5) 2 7 4 9 62,86
Profundo (7) 2 5 4 - 31,43
Curto (3) - 1 - - 2,86
Flor: comprimento da bractea Médio (5) 4 9 8 8 82,86
Longo (7) 1 2 - 2 14,29
Curto (3) 2 2 2 1 20,00
Flor: comprimento da sépala Médio (5) 3 9 5 8 71,43
Longo (7) - 1 1 1 8,57
Estreita (3) 5 6 5 5 60,00
Flor: largura da sépala Média (5) - 6 3 5 40,00
Larga (7) - - - - 0,00
Pequeno (3) 4 5 5 3 48,57
Flor: didmetro da corona Médio (5) 1 7 3 7 51,43
Grande (7) - - - - 0,00
Curto (3) 5 10 8 10 94,29
Fruto: didmetro longitudinal Médio (5) - 2 - - 571
Longo (7) - - - - 0,00
Pequeno (3) 4 10 5 9 80,00
Fruto: diametro transversal Medio (5) 1 2 3 1 20,00
Grande (7) - - - - 0,00
Muito pequeno (1) - - - - 0,00
TR o Pequeno (3) - - - - 0,00
Fruto: relacdo didmetro longitudinal/ .
didmetro tr%nsversal ’ Médio (5) 4 9 ! 8 80,00
Grande (7) 1 3 1 2 20,00
Muito grande (9) - - - - 0,00
Oval (1) - 7 6 4 48,57
Obloga (2) 1 1 - - 5,71
Fruto: forma Arredondada (3) 4 4 2 5 42,86
Oblata (4) - - - 0,00
Elipséide (5) - - - 1 2,86
Oboval (6) - - - - 0,00
Fruto: coloragéo da casca Amarela (1) . o > 6 60,00
(epiderme) Vermelho (2) 4 3 3 4 40,00
Roxa (3) - - - - 0,00
Fina (3) 1 3 1 3 22,86
Média (5) 4 9 7 7 77,14
Fruto: espessura da casca Espessa (7) - - - - 0,00
Amarela- esverdeada (1) - - - - 0,00
. . Amarela (2) 1 2 3 4 28,57
Fruto: coloracéo da polpa )
Alaranjada (3) 4 10 5 6 71,43
Alaranjada — escura (4) - - - - 0,00
Baixo (3) 1 - - - 2,86
Fruto: teor de sdlidos sollveis Médio (5) 4 10 7 8 8286
Alto (7) - 2 1 2 14,29
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A forma menos representativa entre os gendétipos foi a forma elipsoide com
apenas 2,86% dos genotipos. Os descritores quantitativos que mais contribuiram para
quantificar a diversidade genética existente entre as FIC ou seja, que apresentaram
as maiores correlacbes com a primeira variavel candnica foram coloracédo da polpa,
(0,468), formato do fruto, (0,446), e a variavel C 18, (-0,410) (Tabela 10).

Tabela 10. Variaveis candnicas (VC1 e VC2) com base em 30 descritores quantitativos e 13 qualitativos
em 35 familias de Irmé&o completo de maracujazeiro azedo

Descritores VC1 VC 2
DFL -0,123 0,065
NF -0,017 -0,262
PROD -0,044 -0,083
MF 0,274 0,588
CF 0,367 0,250
DF 0,051 0,508
FF 0,446 -0,007
EC 0,329 0,519
PP -0,234 -0,146
CcP 0,468 0,277
SST -0,307 0,416
ATT -0,057 0,274
Ratio -0,187 0,056
C3 -0.361 0,228
Cc4 -0,126 0,307
C15 -0,276 0,139
C18 -0,410 0,195
C26 0,171 -0,141
G8 0,164 -0,304
G14 0,100 0,310
G18 -0,320 -0,039
G23 0,241 0,142
G24 0,265 0,198
G25 0,166 0,265
T3 0,276 0,108
T7 0,266 0,026
T11 -0,070 0,377
T15 -0,076 0,187
T19 0,210 0,092
T25 -0,351 0,046

Dias para florescimento (DFL), Numero de Frutos (NF), Produtividade (PROD), Massa de fruto (MF), comprimento do fruto (CF),
diametro de fruto (DF), formato de fruto (FF), espessura de casca (EC), porcentagem de polpa (PP), teor de sélidos solavel (SS),
acidez total titulavel (ATT), cor abaixo do otsu canal vermelho (C3), cor abaixo do otsucielab a (C4), cor cielab b (C15), cor cielab
dispersédo de b (C18), cor matiz (C26), geometria complexidade da forma (G8), geometria diametro lateral (G14), geometria
esfericidade de forma modificada (G18), geometria perimetro convexo (G23), geometria quociente de aspecto (G24), geometria
retangulos circunscritos maior area (G25), textura haralick correlagéo (T3), textura haralick homogeneidade (T7), textura haralick
média, textura lawsle (T11), textura lawsrw (T15),textura runlenghtginu (T19) e textura runlenghtsrhge (T25).
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Em relagdo a divergéncia genética utilizando descritores morfologicos, dos
gendtipos analisados, 60% apresentaram coloracdo amarela e 40% coloragédo
vermelha. Em relacéo a espessura da casca do fruto 71,43% dos genotipos obtiveram
espessura de casca média e 22,86% dos genétipos a espessura da casca foi
considerada fina. Para o descritor coloracdo da polpa 71,43% dos genétipos
apresentaram coloracéo alaranjada e 28,57% coloracdo amarela. Para a variavel teor
de solidos soluveis, 82,86% do genotipos apresentaram teor de solidos soluveis
considerado médio, 14,29 teor de solidos soluveis alto e 2,86% teor de solidos
soluveis baixo.

Em relagdo a caracteristica DFL o grupo Il apresentou o maior nimero de dias
(141,99), seguido do grupo IV (134,76) e 1l (130,13) e grupo | 123,80 . No entanto,
dentro dos quatros grupos os valores observado pelo desvio padréo variaram de 12,60
a 20,24 (Tabela 11).

O grupo | destacou-se dos demais por apresentar o maior rendimento de
namero de frutos (75837,03) e a maior produtividade (11710,98) entre 0S grupos,
sendo estes valores os maiores para esse descritor. Para massa de frutos também
obteve variagdo dentro dos grupos, sendo que o grupo IV apresentou o maior valor
(199,999) seguido do grupo Il com (197,279g) (Tabela 11).

O grupo IV apresentou o maior comprimento de fruto (94,07mm) e diametro de
(78,28mm) de fruto. Para o descritor formato de fruto os valores foram proximos entre
0S grupos, onde a média foi de 1,16 entre os grupos (Tabela 11).

O grupo | obteve a média mais baixa em relacdo ao descritor espessura de
casca (5,79mm), o grupo Il, Ill e IV obteve valores préximas entre eles para este
descritor, com média entre os grupos de (6.40mm), (Tabela 11).

No entanto o rendimento da polpa do fruto apresentou médias semelhantes
entre 0s grupos, com valores de 44,62%, 43,56% e 42,59% e 39,81% para 0s grupos
[, I, Il e IV, respectivamente. Todos 0s grupos tiveram meédias proximas entre eles
para os descritores coloracdo da polpa, com valores médios de (4,88), para o
descritor SST com média de (12,03), ATT com valores médios de (3,49) e ratio com
a media de (3,49), (Tabela 11).

Para os descritores relacionados a sementes os grupos |, I, 1l e IV tiveram
valores semelhantes para as caracteristicas relacionadas a cor, geometria e textura,

com média entre os grupos para o descritor C3 de 48,67, para o descritor C4 média
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de 4,90, C15 (4,43), C18 (2,40) e C26 (75,18). Em relacdo a geometria os descritores
G8, G114, G15, G18, G23, G24 e G25, obtiveram as seguintes meédias
respectivamente: (0,93), (15,77), (97,84), (0,27), (0.29) e (0.62). Para os descritores
de texturas: T3, T15, T19 e T25 os grupos (I, IlI, 1l e IV), obtiveram resultados
semelhantes com valores médios entre grupos de (0,93), (0,29), (157752,8), (2007,75)
e (2838,25) respectivamente, para o descritor T11, o grupo | teve a maior média (-
141183,01+105654,4) e o grupo Il a menor média 9421,83+88141,76, a média entre
0s grupos foi de (-19265,4) (Tabela 11).
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Tabela 11. Médias e desvio padrdo das variaveis para cada um dos quatro grupos formados pela estratégia Ward-MLM em 35 familias de irmé&os
completos de maracujazeiro azedo.

Grupos
Descritores
1 (5) 11(12) 111 (8) IV(10) Media Desvio
DFL 123,80+13,03 130,13+19,86 141,99+12,60 134,76+20,24 133,26 17,82
NF 75837,03+24963,4 62534,39+13419,85 63160,05+£18559,73 59565,08+17191,06 63729,4  17805,97
PROD 11710,98+38,90,98 11075,15+2481,91 10468,78+3482,80 10149,90+2656,26 10763,03 294775
MF 165,68+14,01 193,27+9,37 175,84+13,47 199,02+22,43 186,98 19,63
CF 87,85+4,52 89,97+6,00 87,67+4,87 94,07+5,32 90,320 5,68
DF 75,48+2,68 78,02+2,37 76,70+1,34 78,28+2,56 77,776 2,47
FF 1,16+0,02 1,13+0,06 1,14+0,05 1,20+0,06 1,16 0,06
EC 5,79+0,19 6,46+0,47 6,16+0,45 6,83+0,52 6,40 0,57
PP 44,62+4,49 43,56+4,28 42,59+2,07 39,81+5,86 42,42 4,62
CP 4,94+ 0,15 5,02+0,24 4,49+0,31 5,011+0,18 4,88 0,31
SST 11,34+ 0,45 12,64+1,15 11,98+0,46 11,69+0,46 12,03 0,85
ATT 3,30+ 0,24 3,56+0,36 3,49+0,16 3,51+0,33 3,49 0,29
Ratio 3,42+ 0,41 3,61+0,52 3,48+0,22 3,35+0,29 3,49 0,40
c3 47,00+ 2,89 50,61+3,34 49,13+4,70 46,8+2,34 48,67 3,60
c4 4,52+ 0,44 5,16+0,44 4,84+0,92 4,83+0,63 4,90 0,65
C15 3,99+1,37 4,84+0,73 4,67+1,95 3,96+1,08 4,43 1,30
c18 2,23+ 0,15 2,42+0,13 2,55+0,26 2,36+0,11 2,40 0,19
C26 76,81+ 21,21 62,90+12,38 80,36+36,94 84,96+27,60 75,18 26,21
G8 0,94+0 0,93+0,01 0,93+0,01 0,93+0,00 0,93 0,0038
G14 15,55+0,259 15,79+0,34 15,74+0,11 15,88+0,35 15,77 0,30
G18 95,57+14,2626 100,30+22,21 107,78+29,02 88,09+20,76 97,84 22,99
G23 0,27+0,0084 0,27+0,02 0,27+0,02 0,28+0,02 0,27 0,02
G24 0,28+0,011 0,28+0,02 0,28+0,02 0,30+0,03 0,29 0,02
G25 0,61+0,0055 0,62+0,02 0,61+0,04 0,63+0,03 0,62 0,03
T3 0,93+0,0055 0,93+0,01 0,92+0,01 0,93+0,01 0,93 0,01
T7 0,29+0,0152 0,29+0,02 0,28+0,02 0,30+0,02 0,29 0,02
T11 -141183,01+105654,4 -12320,17+99112,86 9421,83+88141,76 10409,22+103977,45 -19265,4 106455,77
T15 155702,65+4902,53 161642,40+9248,80 155362,11+13511,6 156022,95+10143,8 157752,8 10211,44
19 1929,67+158,3236 1950,11+266,10 2006,93+104,72 2116,61+235,98 2007,75 208,64
T25 2832,01+232,45 2974,66+416,58 2880,61+258,75 2643,81+159,79 2838,25 309,02

Dias para florescimento (DFL), Numero de Frutos (NF), Produtividade (PROD), Massa de fruto (MF), comprimento do fruto (CF), diametro de fruto
(DF), formato de fruto (FF), espessura de casca (EC), porcentagem de polpa (PP), teor de sélidos solivel (SS), acidez total titulavel (ATT), cor
abaixo do otsu canal vermelho (C3), cor abaixo do otsucielab a (C4), cor cielab b (C15), cor cielab disperséo de b (C18), cor matiz (C26), geometria
complexidade da forma (G8), geometria diametro lateral (G14), geometria esfericidade de forma modificada (G18), geometria perimetro convexo
(G23), geometria quociente de aspecto (G24), geometria retangulos circunscritos maior area (G25), textura haralick correlacéo (T3), textura haralick
homogeneidade (T7), textura haralick média, textura lawsle (T11), textura lawsrw (T15),textura runlenghtglnu (T19) e textura runlenghtsrhge (T25).

As maiores distancias foram observadas pelos grupos Il e 1V (408,98) e | e
(305,28) contendo os genoétipos mais divergentes (Tabela 12). O grupo Il e Il possui

0S genodtipos geneticamente mais semelhantes.

Tabela 12. Distancia entre os grupos formados pela estratégia Ward-MLM com base
em 30 descritores guantitativos, 13 qualitativos em 35 genétipos de familias irméo
completo de maracujazeiro

Grupos | (5) Il (12) Il (8) IV (10)
| 0 232,27 305,28 204,64
[ - 0 131,27 228
Il - - 0 408,98
IV - - - 0
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Na anadlise baseada nas variaveis canénicas (VC) foi verificado que as duas
primeiras variaveis foram responsaveis por 80,39%, sendo VC1 responsavel por
64,27% e VC2 por 21,98% (Figura 5). Logo, um gréafico bidimensional capitaliza uma
boa proporcdo da variabilidade total responsavel pela variacdo total. Pela andlise
grafica das VC, percebe-se um distanciamento do grupo Il em relagdo aos demais

grupos formados pelo procedimento Ward-MLM e a aproximacao dos grupos Il e lll.
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Figura 5. Dispersao das duas primeiras variaveis canénicas (VC1 e VC2) representando a formacao de
quatro grupos pela estratégia Ward-MLM, com base em 30 descritores quantitativos e 13 qualitativos
em 35 familias de Irm&o completo de maracujazeiro azedo.

4.4. Divergéncia genética utilizando descritores morfolégicos e moleculares

simultaneamente

Na Tabela 13 e na Figura 6 estdo apresentados os dados morfologicos e
moleculares analisados simultaneamente referente as 35 FIC. Foram formados quatro
grupos, onde o grupo | foi constituido por 19 FICs (1, 3, 4, 6, 8, 9, 10, 11, 14, 16, 19,
21, 26, 27, 29, 31, 32, 33 e 35), o grupo Il por nove FICs (12, 15, 17, 18, 20, 24, 25,
28 e 34), o grupo Il por cinco FIC (2, 5, 7, 23 e 30) e o grupo IV por duas FIC (13 e
22) (Tabela 13). Pela andlise gréfica das VCs, percebe-se um distanciamento do

grupo IV com os demais grupos formados pela metodologia Ward-MLM, os grupos IV
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e | foi o mais distante (4220,00), grupo IV e Il (1376,00), grupo IV e 11l (1295,00) e a
aproximacéo dos grupos Il e Il (267,99) (Tabela 13).

Tabela 13. Distancia entre os grupos formados pela estratégia Ward-MLM com base
em 30 descritores quantitativos, 13 qualitativos 63 binario em 35 genotipos de familias
irm&o completo de maracujazeiro

Grupos 1 (19) I1(9) Il (5) IV (2)
I 0 1352,00 931,76 4220,00
I - 0 267,99 1376,00
1] - - 0 1295,00
\/ - - - 0

Na analise baseada nas variaveis candnicas (VC), foi verificado que apenas a
primeira variavel canbnica foi responsavel por 90,06%, sendo VC1 a maior
responsavel para a explicacdo dos dados e VC2 responsavel por 8,97%. Logo, um
grafico bidimensional teve capacidade de uma boa proporcdo da variabilidade total
(Figura 6).

Houve uma separacao de quatro grupos de acordo com o grafico de dispersao
(Figura 6), semelhante ao ocorrido na divergéncia genética apenas com as variaveis
morfoagronémica (Figura 5), porém, observa-se que o numero de FIC que formam
cada grupo se diferenciou dos grupos formados nas anadlises utilizando variaveis
morfoagronémicos. Quanto aos gendtipos divergentes, destacaram-se no grupo | as
FIC (2, 5, 7, 19, 33 e 35), no grupo Il as FIC (6, 15, 26, 27, 28 e 29), no grupo lll as
FIC (1, 4, 10, 14 e 25) e no grupo IV as FIC (11 e 23).
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Figura 6. Dispersao das duas primeiras variaveis candnicas (VC1 e VC2) representando a formacéo de
quatro grupos pela estratégia Ward-MLM, com base em 30 descritores quantitativos e 13 qualitativos e
63 moleculares em 35 familias de Irm&os completos de maracujazeiro azedo.
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5. DISCUSSAO

5.1. Selecdo de variaveis de sementes via andlise digital de imagem

A distribuicdo da variancia associada ao numero de variaveis esta concentrada
nos trés primeiros componentes principais, tanto para o grupo de variaveis de cor,
geometria e textura de sementes de maracujazeiro azedo para explicar pelo menos
80% da variacdo total, sendo a representacdo grafica tridimensional como mais
adequada (Cruz et al., 2012). Em estudos, Lucio et al. (2013), utilizaram a analise de
componentes principais para identificar os caracteres que mais merecem atencao em
experimentos com a cultura do maracujazeiro azedo e verificou suas relagbes com o
caractere dependente principal com a producdao total de frutos.

A andlise de componentes principais foi utilizada por Medina et al. (2010), para
a analise de um conjunto de 38 variaveis de sementes compostas por oito variaveis
geomeétricas, 20 variaveis morfologicas, quatro variaveis fractais e seis de cor obtidas
de 25 variedades de quinoa (Chenopodiumquinoa Willd). O primeiro componente
principal (CP1) explicou 47,7% da variagéo total, 0 segundo mais o primeiro 65,8% e
usando o somatorio dos trés primeiros componentes foi possivel explicar 75,7%,
sendo, portanto, necessaria uma representacao grafica tridimensional como mais
adequada.

Kara et al. (2013), utilizaram as propriedades de tamanho e forma de sementes
que foram determinadas usando o método de processamento de imagem em
fotografia digital para agrupar 12 variedades de feijao na Turquia. Os autores também
verificaram que os dois primeiros componentes explicaram 96,1% da variacao total,
com a formacao de quatro grupos.

De acordo com Pinto et al. (2010), é possivel a eliminacdo de descritores sem
perda de informacédo, pois os mesmos podem estar correlacionados a outros que
permaneceram na andlise. Dessa forma, as seis variaveis selecionadas de cor, seis
de geometria e cinco de textura das sementes, que nunca foram mensuradas antes
ou somente em situacdes especificas podem ser medidas com maior frequéncia e séo
capazes de contribuir para o estudo de divergéncia genética.

Estas variaveis sdo Uteis como descritores adicionais na avaliacdo da
variabilidade genética entre as FIC no maracujazeiro azedo, pois além de serem

precisas € possivel analisar um numero alto de variaveis por vez, economizando
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tempo e também com menos gastos. Verona et al. (2007) concluiram que o uso de
andlise de imagens é um método r4pido, gastando menos de um minuto para
digitalizacdo e medicdo. E também uma técnica muito facil de reproduzir, é confiavel
e nao destrutiva.

Na Turquia, foram utilizadas sementes para discriminar oito variedades de
pimenta. Para isso realizaram a aquisicao de imagem digital usando um scanner de
escritorio em uma resolucdo de 1200 dpi e determinaram as caracteristicas de cor,
forma e textura das sementes de pimenta (Kurtulmus et al., 2016). Os autores
verificaram que das 257 caracteristicas das sementes obtidas via analise digital de
imagens, foi necessario somente 10 para a classificacdo das variedades de pimenta
com alta acuracia. Assim das 136 variaveis analisadas apenas 17 contribuiram para

discriminar e estimar a divergéncia entre as FIC.

5.2. Divergéncia genética a partir de descritores moleculares ISSR

Em estudo Colombo et al.(1998), verificaram que utilizando entre 7 e 30
primers € possivel gerar de 50 a 200 bandas polimérficas sendo esse numero de
bandas suficientes para estimar relacdes genéticas dentro e entre as espécies. Neste
trabalho os 21 iniciadores utilizando e as 63 bandas polimérficas identificadas foram
suficientes para estimar a variabilidade genética entre as 35 FIC estudadas e seus
resultados corroboram com outros como o de Santos et al. (2011), estudando a
variagdo geneética entre acessos de Passiflora utilizaram descritores (ISSR), e
verificaram que 18 primers foram suficientes para avaliar os 45 acessos de Passiflora.

O valor da correlacédo cofenética encontrado neste estudo foi satisfatorio, visto
que valores superiores a 0,56 refletem boa concordancia entre as matrizes (Vaz Patto
et al., 2004). De acordo com Cruz e Carneiro (2012), quanto maior o valor de CCC,
menor sera a distor¢cdo provocada ao agrupar os individuos, o que normalmente é
obtido pelo método da ligacdo média (UPGMA).

A analise de agrupamento UPGMA (Figura 4) formou cinco grupos, porem foi
observado um numero alto de FIC no grupo IV, e um nimero pequeno nos outros
grupos, o que infere uma baixa diversidade genética e alta uniformidade das genétipos
estudados para os caracteres moleculares em analise. Descritores qualitativos

geralmente sdo pouco discriminantes e sofrem influéncia do ambiente, o que ressalta
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a importancia de se utilizar descritores quantitativos e moleculares, de forma a

complementar as informagdes (Wahyuni et al., 2013).

5.3. Divergéncia genética utilizando descritores morfoagronémicos

De acordo com Gongalves et al. (2009) a analise da funcao de verossimilhanca
pode definir critérios mais precisos na formacdo de grupos, resultando na
determinacdo de grupos menos subjetivos. Paiva et al. (2014) trabalhando com
genotipos de Passiflora, verificaram a formagéo de cinco grupos no entanto, o0 nimero
de grupos pode variar de acordo com a espécie, nimero de acessos e 0 numero e
tipo de descritores (Gongalves et al., 2009). Neste trabalho foram observados a
formacdo de quatro grupos, sendo esses descritores uteis para a caracterizacao
morfoagronémica e na determinacdo do numero ideal de grupos.

O emprego de descritores morfologicos possibilita conhecer os genaétipos e
permite estimar a variabilidade genética, sendo esta uma etapa fundamental em
programas de melhoramento de plantas.

Entre os dados qualitativos (Tabela 9), destaca-se o diametro da corona da flor
do maracujazeiro azedo. Quanto maior for o didametro carona mais atrativa sera para
os polinizadores, as FIC analisadas apresentam corona bem desenvolvidas sendo o
grupo Il e grupo IV os que se mais destacaram-se, ambos com sete FICs. De acordo
com Varassin et al. (2001) a corona tem o papel de atrair os polinizadores, no
maracujazeiro-azedo, a corona possui longos filamentos, e a cor purpura contrasta
com as demais partes florais, que funcionam como uma plataforma de pouso e um
atrativo visual para os polinizadores.

A variavel dias para florescimento € um caracteristica de grande importancia
para o maracujazeiro azedo. O grupo | formado por 5 FICs obteve os menores dias
para florescimento, o maracujazeiro € uma planta que floresce e frutifica em varios
meses do ano. De acordo com Souza et al. (2012) estudos sobre o a fenologia do
maracujazeiro azedo sao importantes, pois esses poderdo auxiliar na adocao de
praticas culturais eficientes, visando, por exemplo, ao aumento da produtividade.

Em relacdo aos descritores quantitativos avaliados no fruto, destaca-se a
variavel niamero de frutos e produtividade pelo seu alto rendimento. A produtividade
meédia anual foi considerada alta, sendo grupo o | o que mais se destacou entre 0s

grupos, podendo essas FICs analisadas indicadas para futura selecdo e
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recombinacao entre as familias, pois essa caracteristica € de suma importancia para
0 programa de melhoramento do maracujazeiro. Ferreira et al. (2016), avaliando a
qualidade do fruto e a produtividade de cultivares de maracuja em diferentes épocas
de colheitas, com intuito de identificar as cultivares mais adaptadas as condi¢cbes
edafocliméticas do estado de Mato Grosso, obteve média para produtividade para a
cultivar IAC 275 (8.199 kg ha') e para a cultivar IAC 277 (7.752 kg ha™?).

Para a variavel massa de fruto, o grupo IV e Ill se destacam por apresentar 0s
padroes de um fruto de qualidade consequentemente o0s mais atrativos
comercialmente. A massa do fruto é, geralmente, proporcional ao numero de
sementes viaveis e, no maracuja, ao rendimento de suco, uma vez que cada semente
esta envolta por um arilo (Fortaleza et al., 2005). Segundo Freitas et al. (2011), frutos
com massa média acima de 180 g apresentam 6timo valor comercial para consumo
in natura.

Para a variavel espessura de casca destacaram-se as FICs do grupo | e
posteriormente o grupo Il essa caracteristica esta relacionada com percentagem de
polpa em relacdo a massa do fruto. Observa-se que as FIC avaliadas tiveram
espessura de casca fina e um alto rendimento de polpa, o rendimento de polpa é
importante para a comercializacdo de industrias. Isso demonstra que os frutos das
FIC analisadas sdo promissoras tanto para a industrializacdo como para 0 consumo in
natura. Aguiar et al. (2015), encontram resultados semelhantes ao encontrado neste
trabalho e observaram que o rendimento de polpa nos genoétipos avaliados variaram
entre 28,4% a 40,1%.

Normalmente, quanto maior o valor do ratio, mais agradavel ao paladar é o
suco ou polpa de fruta, uma vez que o teor de sélidos sollveis totais € alto e/ou acidez
baixa. As FICs do grupo Il obteve os maiores valores de ratio, esses valores
encontrados foram superiores ao de Greco et al. (2014), que obteve valores de ratio
variando de 2,12 a 3,02 avaliando as caracteristicas fisico-quimicas de 32 genotipos
de maracujazeiro azedo resistente a patdégenos cultivados no Distrito Federal, sendo
esses valores considerados baixos.

Quando observado o grafico de dispersdo das duas primeiras variaveis
canonicas pela estratégia Ward-MLM utilizando descritores morfologicos qualitativos
e quantitativos, observa-se que as duas variaveis canodnicas explicam a variacdo

encontrada dentro dos grupos, isso também acontece com a utilizagdo dos
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descritores morfoldégicos e moleculares simultaneamente. Conforme Cruz et al.
(2012), as duas primeiras varidveis canonicas permitam estimativas acima de 80%
da variacao total, assim pode-se obter uma interpretacao satisfatoria da variabilidade
entre as familias, tal como ocorreu neste estudo, sendo possivel a representacdo
gréfica bidimensional como foi realizada e apresentada nas Figuras (5 e 6).
Trabalhos semelhantes foram abordados por Paiva et al. (2014) utilizando
descritores morfolégicos qualitativos e quantitativos simultaneamente através do
procedimento Ward-MLM (Modified Location Model) para quantificar a diversidade
genética existente entre onze espécies do género Passiflora e verificou que as duas
primeiras variaveis candnicas obtidas pelo método Ward-MLM explicaram 91,16% da
variacao total. Silva et al. (2014) analisaram a diversidade genética entre progénies
de maracujazeiro azedo com o objetivo de selecionar grupos com variabilidade para
a continuagao do programa de selecéo recorrente da Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro (UENF) e obteve resultado satisfatorio e semelhante ao
observado neste trabalho onde as duas primeiras variaveis candnicas explicaram

cerca de 89,75% da variacdo entre 0s grupos.

5.4. Divergéncia genética utilizando descritores morfoagronémicos e
moleculares simultaneamente

Na andlise Ward-MLM utilizando descritores morfoagrondémicos e moleculares
simultaneamente, observou-se a formacéo de quatro grupos (Tabela 13 e Figura 6),
determinando que ha variabilidade entre as FIC selecionadas.

No entanto, dentro de cada grupo as FIC sdo mais proximas geneticamente.
Dessa forma, foi possivel descartar no total 15 FIC. Foram descartadas doze familias
no grupo | e também trés familias do grupo Il. No grupo | as FIC descartadas foram:
(FIC 3, 4, 6, 8,9, 10, 19, 21, 26, 27, 32 e 35) e no grupo Il foram descartadas as (FIC
12, 17, e 28). Essas FIC foram descartadas por apresentarem as menores distancias
genéticas, como ocorreu entre as FIC 19 e 21 (0,36) do grupo | e as FIC 20 e 12 (0,30)
do grupo Il. Assim, foram selecionadas as 20 FIC (1, 2, 5, 7, 11, 13, 14, 15, 16, 18,
20, 22, 23, 24, 25, 29, 30, 31, 33 e 34), dos quatro grupos utilizando variaveis
morfoagrondémicas e moleculares simultaneamente para a recombinacéo, permitindo

assim que haja variabilidade na nova populagdo de maracujazeiro azedo.
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A manutencdo da diversidade genética, ao longo das geracdes de selecéo
recorrente intrapopulacional, permite ganhos nas geracdes seguintes para as
principais caracteristicas sob selecéo, tais como produtividade, nimero de frutos por
planta, massa de frutos, comprimento de frutos, largura de frutos e espessura de
casca (Silva et al., 2009).

6. CONCLUSOES

As 17 varidveis de sementes obtidas via analise digital de imagens séo Uteis
como variaveis adicionais na avaliacdo da variabilidade genética entre familias de
irmaos completo no maracujazeiro azedo.

A estratégia Ward-MLM foi eficiente na deteccdo da divergéncia entre as
familias de irmaos completos de maracujazeiro azedo utilizando variaveis obtidas por
meio de analise digital de imagens de sementes, variaveis morfoagronémicas e
moleculares simultaneamente.

Foram selecionadas 20 familias de irmdos completo para a etapa de
recombinacdo da sele¢do recorrente intrapopulacional com base na analise conjunta,
permitindo a manutencdo da variabilidade genética na nova populacdo de
maracujazeiro azedo e, consequentemente, ganhos nas geracgdes seguintes para as

principais caracteristicas sob selecéo.
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