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RESUMO

O maracuja, Passiflora sp., possui grande importancia econdmica no Brasil, sendo
0 pais o principal produtor mundial da fruta e importante centro de diversidade do
género. As pragas sado os principais problemas que afetam a cultura, e dentre
estas destaca-se 0 endurecimento do fruto, causada, principalmente, pelo
Cowpea aphid-borne mosaic virus, CABMV. Ainda ndo se conhece uma medida
de controle efetiva para esta doenca, de forma que sdo imprescindiveis técnicas
alternativas para seu controle e manejo. Neste contexto, o melhoramento genético
do maracujazeiro pode ser realizado a partir de espécies silvestres resistentes a
pragas. Este trabalho teve como objetivos: a) avaliar as alteracées anatdbmicas
decorrentes da infeccdo com o CABMV em cinco espécies de Passiflora (P. edulis
f. flavicarpa, P cincinnata, P. gibertii, P. maliformis e P. setacea) e b) avaliar a
diversidade genética em populacbes da espécie com menores alteracdes
anatbmicas decorrentes da infeccdo. Para a avaliagcdo anatébmica foi estabelecido
um ensaio biolégico, constituido de seis plantas de cada espécie, das quais a
metade foi inoculada mecanicamente com um isolado do CABMV e a outra
metade inoculada somente com tampdo de inoculacdo. Apds 60 dias da
inoculacao, foram coletadas, como amostras, a quinta folha, do apice para a base,
de cada planta. As amostras foram fixadas em FAA e posteriormente conservadas
em etanol 70%, posteriormente foram realizadas secbes paradérmicas e
transversais, a mao livre e em micrétomo rotativo. Para cada espécie foram
realizadas comparacdes das plantas infectadas com as sadias através de
analises qualitativas e quantitativas. As alteracbes anatdmicas observadas nas
plantas infectadas foram a hiperplasia e hipertrofia de células parenquimaticas,
depressdes no limbo e desorganizacdo do sistema vascular. P. setacea foi a
espécie que, quando infectada com o virus, apresentou menos alteracbes
anatébmicas, sendo selecionada para o estudo de diversidade genética. Para
tanto, foram coletadas folhas jovens de 18 populacfes no estado da Bahia, nas
regides do Centro-Sul e Chapada Diamantina, totalizando 147 individuos, e
testados 55 loci de SSR, dos quais seis foram selecionados para as analises. Os
resultados das analises bayesiana de estruturacdo genética e da analise fenética
indicaram a existéncia de dois grupos genéticos no estado, que nao apresentaram

correlacdo significativa com as distancias geograficas. A AMOVA mostrou grande



diversidade interpopulacional (45%), apesar do maior percentual de variacao
intrapopulacional (55%). Foi encontrado um Gg: médio de 0,221 indicando um alto
nivel de estruturacdo genética entre as populagbes. As populacdes de maior
diversidade foram as de Licinio de Almeida e Caetité, com maior percentual de
polimorfismo, além de pertencerem a grupos genéticos distintos, sendo, portanto,
consideradas as mais promissoras para enriquecimento de bancos de
germoplasma de P. setacea e utilizagdo em programas de melhoramento genético

do maracuja.

Palavras-chave: maracuja, PWV, anatomia vegetal, microssatélites, variabilidade

genética.



ABSTRACT

The passion fruit, Passiflora sp., has great economic importance in Brazil, the
country the world's leading producer of fruit and important gender diversity center.
Pests are the main problems affecting the culture, and among them stands out the
passion fruit woodiness disease, caused mainly by the Cowpea aphid-borne mosaic
virus, CABMV. An effective control measure for this disease has not yet known, so
that they are indispensable alternative techniques for its control and management. In
this context, the genetic improvement of passion fruit can be held from wild species
that are resistant to diseases and pests. This work aimed: a) to evaluate the
anatomical changes resulting from infection with CABMV in five species of Passiflora
(P. edulis f. flavicarpa, P cincinnata, P. gibertii, P. maliformis and P. setacea) and b)
to evaluate the genetic diversity in populations of species with smaller anatomical
changes resulting from infection. For anatomical assessment was established a
bioassay, consisting of six plants of each species, of which half were mechanically
inoculated with an isolated characterized the CABMV and the other half only
inoculated with inoculation buffer. After 60 days of inoculation, they were collected as
samples, the fifth leaf from the apex to the base of each plant. Samples were fixed in
FAA and later preserved in 70% ethanol, were subsequently held paradermic and
cross sections, freehand and rotary microtome. For each species comparisons were
made of plants infected with sound through qualitative and quantitative analysis. The
anatomical changes observed in infected plants were hyperplasia and hypertrophy of
parenchyma cells, depressions in limbo and disorganization of the vascular system.
P. setacea was the kind that when infected with the virus, had fewer anatomical
changes, being selected for the study of genetic diversity. To this end, young leaves
of 18 populations were collected in the state of Bahia, in the regions of South-Central
and Chapada Diamantina, totaling 147 individuals, and 55 tested loci SSR, of which
six were selected for analysis. The results of bayesian analysis of genetic structure
and phenetics analysis indicated the existence of two genetic groups in the state,
which showed no significant correlation with the geographical distances. The
AMOVA showed great inter-population diversity (45%), despite the higher
percentage of intra-population variation (55%). An average Gg was found of 0.221
indicating a high level of genetic structure among populations. The populations of

most diversity were Licinio de Almeida and Caetité, with the highest percentage of



polymorphism, in addition to belonging to different genetic groups and they are
therefore considered the most promising for enrichment of P. setacea genebanks

and use in breeding programs of passion fruit.

Keywords: passion fruit, PWV, plant anatomy, microsatellites, genetic variability.
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1 INTRODUCAO GERAL

Os maracujas (Passiflora spp.) pertencem a familia Passifloraceae, que possui
diversas espécies de grande potencial ornamental e alimenticio, com distribuigdo
essencialmente pantropical (SOUZA e LORENZI, 2012). O namero de géneros e
espécies presentes na familia possui divergéncias segundo diferentes autores —
cerca de 17 géneros e 700-750 espécies, segundo Feuillet e MacDougal (2007), e
cerca de 20 géneros e 600 espécies, segundo Souza e Lorenzi (2012).

A maioria das espécies de Passiflora descritas é originaria dos Neotropicos
(VASCONCELLOS, 2005). O Brasil é um dos principais centros de diversidade
genética da familia Passifloraceae (CERVI, 2006). Apenas no estado do Bahia, ha
cerca de 29 espécies, presentes em quase todos os seus biomas (NUNES, 2002).
Além disso, 0 pais é o principal produtor mundial de maracuja (IBGE, 2014;
MELETTI, 2011) que é plantado em quase todos os estados brasileiros,
proporcionando economia e renda em inumeros municipios (FERREIRA, 2005).

Os problemas fitossanitarios como as pragas sdo 0s principais fatores
limitantes da produtividade dos cultivos de maracuja, sendo as principais doencas: o
endurecimento dos frutos, a bacteriose, a murcha de Fusarium e a antracnose
(JUNQUEIRA et al., 2005).

A doenca do endurecimento dos frutos, causada, no Brasil, pelos virus Passion
fruit woodiness virus (PWV) e Cowpea aphid-borne mosaic virus (CABMV), é
considerada uma das mais importantes economicamente, devido aos prejuizos
causados a producéo (NASCIMENTO et al., 2006; LEAO et al., 2006; PINTO et al.,
2008). A virose é transmitida mecanicamente ou por afideos, ndo se conhecendo
ainda uma medida de controle efetiva (PIO-RIBEIRO e MARIANO, 1997; MELLETI
et al., 2005). Assim, torna-se importante a obtencdo de cultivares resistentes,
associada a outras técnicas de manejo integrado, para o controle da virose.

O género Passiflora, com sua grande diversidade, apresenta variabilidade no
grau de resisténcia ao virus do endurecimento do fruto, sendo esta variacao inter e
intraespecifica (JUNQUEIRA et al., 2003; OLIVEIRA et al., 2013a). Muitas espécies
silvestres de Passiflora podem oferecer contribuicbes importantes ao melhoramento
genético do maracujazeiro por apresentarem maior resisténcia a pragas, maior
longevidade, maior adaptacdo a condi¢cdes climaticas adversas e periodo de

florescimento ampliado entre outras potencialidades (MELETTI et al., 2005).
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Caracterizar a diversidade genética das espécies € muito importante no
planejamento das estratégias de melhoramento, como em cruzamentos
interespecificos, visando a obtengcdo de hibridos resistentes. Para tanto, os
marcadores moleculares de DNA sédo uma ferramenta importante, sendo utilizados
desde a caracterizacado do germoplasma até as etapas finais de selecao de plantas
melhoradas (FALEIRO et al., 2005).

Assim, este trabalho teve como objetivo avaliar os aspectos anatomicos de
espécies silvestres de Passiflora, consideradas mais resistentes ao CABMV. Além
disso, pretendeu-se avaliar a variabilidade genética da espécie silvestre que
apresentou, no estudo anatdmico, menores alterac6es anatdbmicas em resposta a

infec¢do, utilizando marcadores microssatélites ou SSR.

2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 A familia Passifloraceae

Passifloraceae, ordem Marpighiales (APG Ill, 2009), constitui grupo
monofilético bem sustentado por analises moleculares (MUSCHNER et al., 2003;
JUDD et al., 2009; TOKUOKA, 2012) e pela presenca de uma corona bem
desenvolvida nas flores (BRIZYCK, 1961).

A familia é dividida em duas tribos: Paropsieae e Passifloreae (WILDE, 1971;
1974; ESCOBAR, 1988). Esta ultima esta representada no continente americano por
guatro géneros, entre 0os quais destaca-se 0 género Passiflora (WILDE, 1974;
CERVI, 2006).

A familia inclui plantas trepadeiras ou lianas com gavinhas axilares (Figura 1)
(JUDD et al., 2009). Possui caule lenhoso e lignificado na base, enquanto no apice é
herbaceo e pouco lignificado (Figura 1A-C) (KLUGE, 1998). As folhas sdo simples,
lobadas ou digitadas, com bordos lisos ou serreados, alternas e espiraladas, em
geral com nectarios no peciolo (Figura 1D) (KLUGE, 1998; JUDD et al., 2009).

As flores sdo completas, geralmente bissexuais, radiais, solitarias, axilares,
pedunculadas e diclamideas (Figura 2) (KLUGE, 1998; NUNES, 2002; JUDD et al.,
2009). O calice e a corola sdo pentameros, geralmente apresentam cinco estames,
dispostos em um pedunculo junto com o gineceu, constituindo o androginéforo

(JUDD et al., 2009). Em geral apresentam trés carpelos, conatos, ovario supero, e
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dispostos sobre um pedunculo (JUDD et al., 2009). A variacdo na estrutura da
corona possui importancia taxondmica (NUNES, 2002).

As espécies de Passifloraceae geralmente necessitam de polinizacéo cruzada,
sendo auto-incompativeis (KLUGE, 1998). As flores podem ser brancas, verdes,
azuis ou purpureas, sendo polinizadas principalmente por abelhas (JUDD et al.,
20009).

No Brasil, ha cerca de 150 espécies de passiflorAceas aceitas, sendo 87
endémicas (BERNACCI et al.,, 2016). No Estado da Bahia foram registradas 30
espécies, sendo que 29 pertencem ao género Passiflora e apenas uma ao género
Tetrastylis (NUNES, 2002).

2.2 O cultivo do maracuja no Brasil

O maracuja-amarelo ou maracuja-azedo, Passiflora edulis f. flavicarpa Deg. é
a espécie de maior importancia na familia do ponto de vista econdémico, devido a
gualidade dos frutos, a divulgacdo junto aos consumidores e ao incentivo da
agroindustria (BERNACCI et al., 2003). O maracuja-amarelo representa uma boa
opcao entre as frutas por oferecer rapido retorno econémico, bem como a
oportunidade de uma receita distribuida pela maior parte do ano (MELLETI, 2011).

O cultivo do maracujazeiro no Brasil, em escala comercial, teve inicio no
comeco da década de 1970, com o maracuja-amarelo (LEAO et al., 2006). E uma
cultura que vem se expandindo nos ultimos 30 anos e ocupando um lugar de
destaque na fruticultura tropical (MELETTI, 2011). A maior parte da producao
nacional concentra-se na regido Nordeste, sendo que em 2014, a regido era
responsavel por 70,9% da producéo brasileira (IBGE, 2014). Somente o estado da
Bahia era responséavel por 46,3% da producéo nacional neste mesmo ano, seguido
pelo Ceara, com 17,5% (IBGE, 2014).

No mercado interno, o fruto é consumido principalmente in natura, enquanto 0s
sucos concentrados representam a maior parcela da exportacdo, sendo que 0s
principais destinos sdo os paises europeus (MELETTI, 2011).

A importancia crescente deste cultivo, pelo incremento de area plantada e pela
abertura de novos mercados, tem sido acompanhada, nos Ultimos dez anos, pela
divulgacdo de resultados de experimentos e destinagcdo de novas verbas para

pesquisas, possibilitando ao fruticultor, a obtencdo de conhecimentos que diminuem
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o0 risco desta atividade produtiva, tornando-a mais previsivel, obedecidas as leis de
mercado (GRECO, 2014).

2.3 Pragas do maracujazeiro

Com o aumento da area plantada e a concentracdo de grandes pomares de
maracujd em determinadas regibes do Brasil, varias doencas e pragas tém
aumentado e se disseminado, reduzindo a producdo e o periodo de vida util dos
pomares brasileiros (PINTO et al., 2008).

As pragas sao o0s principais fatores que ameacam a expansdo e a
produtividade dos cultivos de maracuja, incluindo doencas que chegam a causar
Sérios prejuizos e até mesmo inviabilizar economicamente a cultura em algumas
areas (FISCHER, 2005). As principais doencas dos maracujazeiros sdo a virose do
endurecimento do fruto, causadas pelos Passion fruit woodiness virus (PWV) e
Cowpea aphid-borne mosaic virus (CABMV), a bacteriose, causada pela
Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae, a murcha de Fusarium, causada pelo
fungo Fusarium oxysporum f.sp. passiflorae, e a antracnose, causada pelo fungo
Colletotrichum gloeosporioides (JUNQUEIRA et al., 2005).

Destas, o endurecimento dos frutos é considerada uma das mais importantes
economicamente (LEAO et al., 2006; NASCIMENTO et al., 2006; PINTO et al.,
2008). O PWYV passou a ser detectado em diferentes regides produtoras do Brasil a
partir da década de 1970, afetando severamente tanto a cultura quanto a
produtividade, valor comercial dos frutos e periodo economicamente produtivo (PIO-
RIBEIRO e MARIANO, 1997). Atualmente é considerada uma doenca limitante em
regides produtoras dos estados de Sdo Paulo, Minas Gerais, Goias, Distrito Federal
e Para e da Regido Nordeste (JUNQUEIRA et al., 2010).

O Passion fruit woodiness virus (PWYV), género Potyvirus, familia Potyviridae,
foi identificado como agente causador do endurecimento do fruto do maracujazeiro
por Cobb, na Australia, em 1901 (SHUKLA e WARD, 1988).

No Brasil, o virus foi primeiramente descrito no estado da Bahia (CHAGAS et
al., 1961) tendo sido relatado em outras importantes regides produtoras - Ceara
(BEZERRA et al., 1995); Sao Paulo (CHAGAS et al., 1992; NOVAES E REZENDE,
2003), Para (TRINDADE et al., 1999), Minas Gerais (NASCIMENTO, 2006) e Distrito
Federal (RODRIGUES, 2014), e em outros estados - Espirito Santo, Paraiba,
Pernambuco, Goias, Parana (NASCIMENTO, 2006; RODRIGUES, 2014).
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Até o inicio da década de 1990, acreditava-se que a Unica espécie de
Potyvirus causadora de endurecimento dos frutos em maracujazeiros era o PWV
(NASCIMENTO et al., 2004). Contudo, andlises moleculares de isolados de virus
causadores de endurecimento do fruto em maracujazeiros, anteriormente
classificados como PWYV, foram identificados como CABMV, podendo ser esta
considerada como a principal espécie de Potyvirus causadora da doenca no Brasil
(BRAZ et al., 1998; NASCIMENTO et al., 2004).

O CABMV é um virus de RNA de fita simples (BERGER, 2001), também
pertencente ao género Potyvirus, familia Potyviridae (MINK e SILBERNAGEL,
1992), sendo esta a principal familia de virus que infecta plantas (BERGER, 2001).
Apresenta como principais hospedeiros, espécies das familias Fabaceae e
Passifloraceae, ja tendo sido relatadas ocorréncia do virus em feijao-caupi (Vigna
unguiculata) (LOVISOLO e CONTI, 1966), feijdo-da-praia (Canavalia rosea)
(KITAJIMA et al., 2008), Crotalaria juncea (NICOLINI et al., 2012), amendoim
(Arachis hypogaea) (PIO-RIBEIRO et al., 2000), e em Passiflora edulis f. flavicarpa
(NASCIMENTO et al., 2006).

Um estudo filogenético realizado com isolados de CABMV do estado da Bahia,
do municipio de Livramento de Nossa Senhora, apdés comparacdo com sequéncias
obtidas de isolados de outros estados do Brasil e de outros paises, sugeriu que
estes poderiam estar presentes apenas no estado e serem filogeneticamente mais
distantes de outros isolados presentes na mesma regidao (MELO et al., 2015).

Os virus causadores do endurecimento do fruto s&o transmitidos
principalmente por varias espécies de afideos, sendo as principais: Myzus persicae
(Sulzer, 1776) (CHAGAS et al., 1981; NOVAES e REZENDE, 2003) e Aphis gossypii
(Glover, 1877) (CHAGAS et al., 1981; DI PIERO et al., 2006). Pode ocorrer também
transmissdo mecanica, através de instrumentos de poda, por exemplo, ou por
enxertia (PIO-RIBEIRO e MARIANO, 1997; MELLETI, 2005).

Os principais sintomas nas folhas das plantas infectadas sdo mosaico,
bolhosidades e enrugamento (VIANA e COSTA, 2003; FISCHER et al, 2005),
enquanto os frutos apresentam reducdo de tamanho, espessamento e
endurecimento do pericarpo, com reducdo do espaco interno e consequente
diminuicdo da quantidade de polpa (FISCHER et al., 2005; FORTALEZA et al.,
2005; NASCIMENTO et al., 2006; CAVICHIOLE et al., 2011) (Figura 3). As plantas

infectadas tém sua longevidade e produtividade reduzidas e os frutos tém sua
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aparéncia e qualidade comprometidas tornando-os improprios para a
comercializacéo (FISCHER et al., 2005; JUNQUEIRA et al., 2010).

O longo periodo de cultivo do maracujazeiro e a transmissédo néo persistente
do virus pelo pulgédo tornam os esfor¢cos para controlar a doenca pelo combate ao
vetor pouco eficientes (PIO-RIBEIRO e MARIANO, 1997). Ainda ndo se conhece
nenhuma medida de controle efetiva para a doenca apds ser instalada no pomar
(FISCHER et al., 2005; JUNQUEIRA et al., 2010).

As recomendac0fes técnicas sdo relacionadas a medidas de exclusao, como
a manutencdo de mudas sadias em locais telados ou plantios em locais isolados,
para evitar a disseminacdo do virus através do pulgdo, e cuidados ao realizar a
poda, para que ndo haja transmissdo mecanica, através dos instrumentos de poda
(MELETTI et al., 2005). O controle quimico do pulgédo néo tem oferecido resultados
satisfatorios (JUNQUEIRA et al., 2010).

Assim, torna-se importante encontrar medidas eficientes para o0 manejo das
doencas como a utilizacéo de cultivares resistentes obtidos a partir de programas de
melhoramento genético. O uso de cultivares resistentes, associado a outras técnicas
de manejo integrado, é uma das medidas mais eficazes de controle de doencas de
plantas (JUNQUEIRA et al., 2005).

2.4 Fontes de resisténcia em espécies silvestres

Fontes de resisténcia a doencas tém sido identificadas em germoplasma de
espécies cultivadas e selvagens de Passiflora (PAULA et al., 2010). Além da maior
resisténcia, as espécies silvestres podem apresentar maior longevidade, maior
adaptacdo a condi¢cOes climaticas adversas, periodo de florescimento ampliado,
maior concentracdo de componentes quimicos interessantes para a industria
farmacéutica e outras potencialidades (MELETTI et al., 2005).

Acessos com resisténcia a distintas doencas, como antracnose, bacteriose,
virose do endurecimento dos frutos e fusariose foram registrados em véarias
espécies silvestres de Passiflora, (JUNQUEIRA et al., 2005; MELLETI et al., 2005;
PAULA et al., 2010; CARVALHO et al.,, 2013, OLIVEIRA et al.,, 2013b). A
caracterizacdo e a exploracdo da variabilidade genética destas espécies e da
espécie cultivada (P. edulis f. flavicarpa) podem revelar fontes de resisténcia de

grande valor para o controle dessas doencas no campo e para a utlizacdo em
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programas de melhoramento genético (FALEIRO et al., 2005). Devido as poucas
barreiras de incompatibilidade entre as espécies de Passifloraceae, hibridactes
interespecificas visando a obtencdo de cultivares resistentes tém sido realizadas
com sucesso (JUNQUEIRA et al., 2005; MELLETI et al., 2005). O Brasil, sendo o
principal centro de biodiversidade do género, exibe variabilidade genética suficiente
para o desenvolvimento de novas variedades (REIS et al., 2011; FREITAS et al.,
2012).

Para o endurecimento dos frutos, assim como para outras doencgas, a
avaliacdo da severidade da doenca nas plantas € realizada com base na
sintomatologia visual nas folhas e nos frutos. Uma escala de notas é atribuida de 1
a 4, sendo que a nota 1 é atribuida em plantas resistentes, com pouco ou nenhum
sintoma, e a nota 4, a plantas altamente suscetiveis, com muitos sintomas (PINTO
et al., 2008; OLIVEIRA et al. 2013a). Assim, folhas com poucos ou nenhum sintoma
geralmente apresentam frutos normais, enquanto folhas com mosaico, bolhas e
deformacbes, geralmente apresentam frutos deformados, com manchas e
endurecimento (PINTO et al., 2008; OLIVEIRA et al. 2013a).

A resisténcia de campo ao CABMV foi avaliada em varias espécies de
Passiflora e hibridos interespecificos, com base nos sintomas apresentados nas
folhnas (JUNQUEIRA et al., 2005). P. edulis f. flavicarpa mostrou-se altamente
suscetivel, enquanto P. gibertii N.E.Br., P. setacea DC. e o hibrido de P. edulis f.
flavicarpa e P. setacea foram considerados resistentes ao virus, com plantas cujas
folhas apresentaram mosaico leve, visivel em em menos de 50% das folhas. Uma
outra analise mostrou que estas espécies apresentaram maior resisténcia de campo
ao CABMV, especialmente P. setacea, na qual ndo se observam sintomas da
doenca nos frutos, embora seja possivel observar folhas com mosaico leve e
algumas deformacdes (OLIVEIRA et al., 2013a).

O trabalho de Maciel et al. (2009) com 16 espécies silvestres de Passiflora,
inclusive as cinco que serdo analisadas no presente trabalho (P. edulis f. flavicarpa,
P. cincinnata Mast., P. gibertii, P. maliformis Vell. e P. setacea), mostrou que essas
plantas quando inoculadas mecanicamente com o CABMV, desenvolvem sintomas
e 0 virus pode ser detectado em seus tecidos por analises soroldgicas.

A avaliacdo dos sintomas do endurecimento do fruto em plantas pertencentes
ao Banco de Germoplasma de Maracuja da Embrapa Mandioca e Fruticultura

7

também mostrou que o0 maracujazeiro-amarelo € a espécie mais suscetivel ao
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CABMV, enquanto outras espécies silvestres do género mostraram mais resisténcia
em condicbes de campo (OLIVEIRA et al. 2013a). Estes resultados mostram o
potencial do uso de espécies silvestres para o melhoramento genético do maracuja
na busca de resisténcia ao CABMV.

2.5 Estudos anatémicos de plantas infectadas por virus

Os estudos anatdbmicos podem constituir uma importante ferrramenta no
melhoramento genético vegetal visando a selecdo de cultivares resistentes a
doencas. As plantas infectadas por patdégenos exibem sintomas macroscépicos
associados, muitas vezes, a alteracdes anatomicas (ESAU, 1967; MARQUES et al.,
2007; TAKIMOTO et al., 2009; GOMES et al. 2010; TRIVEDI, 2014).

Estudos de anatomia foliar destacam-se neste contexto, por ser a folha um
dos primeiros o0rgaos a apresentar variacbes morfoldgicas visiveis e consequentes
alteracdes histologicas como resposta ao ataque de patogenos (ESAU, 1967,
MARQUES et al., 2007; TAKIMOTO et al., 2009; GOMES et al. 2010; TRIVEDI,
2014).

Em relacdo as doencas causadas por virus, as analises anatdomicas das
plantas infectadas auxiliam na compreensdo da relacdo entre os virus e os tecidos
de seus hospedeiros (ESAU, 1967). Quando a planta é infectada, inicialmente
ocorrem modificacdes fisioldégicas e bioquimicas com ativacdo ou bloqueio de
determinadas atividades celulares, e posteriormente, mudancas morfolégicas
visiveis surgem em decorréncia destas alteracdes (LEITE e PASCHOLATI, 1995).
Entre os sintomas comuns em plantas infectadas por virus, estdo necrose,
hipertrofia e hiperplasia de alguns tecidos (ESAU, 1967).

Alguns estudos tém sido realizados visando a identificacdo de alteracbes
histolégicas em plantas infectadas por virus, tendo potencial aplicacdo na area de
diagnose e melhoramento genético (MARQUES et al., 2007; TAKIMOTO et al.,
2009; GOMES et al. 2010).

Foram analisadas as alteracbes morfoanatbmicas em folhas de laranjeira-
doce, infectadas pelo Citrus leprosis virus (CiLV), com o objetivo de compreender as
interacdes entre o virus e a planta hospedeira (MARQUES et al., 2007). De acordo
com as alteracbes observadas, os autores concluiram que ramos gravemente
infectados pelo virus definham devido ao comprometimento do transporte causado

pela obliteragdo dos elementos de tubo crivado do floema e pela obstrugéo, pela
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mucilagem, dos elementos de vaso do xilema. As altera¢cdes observadas no tecido
floemético dos ramos lesionados evitam a infeccdo sistémica pelo CiLV-C na planta
e a necrose dos feixes vasculares na folha pode ser um mecanismo para limitar o
deslocamento do virus.

Em algodoeiros infectados pelo Cotton leaf roll dwarf virus (CLRDV) foi
observado maior acumulo de calose, maior quantidade de drusas, evidéncia de
alteracdo quimica no interior da célula do parénquima palicéadico, e inclusbes nos
vasos do floema e, ocasionalmente, no xilema. O acumulo de calose e a presenca
de inclusbes no floema indicaram a relacéo do virus com esse tecido (TAKIMOTO et
al. 2009).

Os efeitos do Clerodendrum chlorotic spot virus (CICSV) foram avaliados em.
folhas de plantas sadias e infectadas de Clerodendrum x speciosum, Hibiscus
schizopetalus Hook.f., Salvia leucanta Cav., Malvaviscus arboreus Cav. e Annona
muricata L. (GOMES et al., 2010). Observou-se efeitos histopatoldgicos ja relatados
para outras plantas infectadas por virus, como hipertrofia e hiperplasia das células
do parénquima lacunoso, lise da célula do parénquima lacunoso e na regido da
nervura central, depressdes resultantes da obliteracdo de células da epiderme e a
presenca de conteudo granular além de células totalmente necrosadas.

No presente trabalho as andlises anatbmicas de diferentes espécies de
Passiflora infectadas com o CABMV visam identificar as alteracbes decorrentes da
infeccéo e quais entre as espécies analisadas sofrem menos alteracdes, 0 que pode

ser um indicativo de maior resisténcia.
2.6 Marcadores moleculares na caracterizacdo dos recursos genéticos

As hibridacdes interespecificas podem ser utilizadas em programas que visam
a transferéncia de genes de resisténcia a doencgas, encontrados nas espécies
silvestres para a espécie comercial (VIANA et al., 2003). Também podem ser
utilizadas quando se deseja melhorar caracteristicas fisicas, quimicas ou sensoriais
de alguma espécie de interesse para a incorporacdo ao mercado consumidor, em
funcdo de seu potencial como fruta exotica, ou devido as suas propriedades
medicinais (JUNQUEIRA et al., 2008).

Para tanto, torna-se necessario o conhecimento da variabilidade genética
presente nas espécies parentais (VIANA et al.,, 2003). Neste contexto, 0s

marcadores moleculares destacam-se como uma ferramenta importante na
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caracterizacdo dos recursos genéticos, sendo utilizados no melhoramento vegetal e
em atividades relacionadas a conservacao, desde a caracterizacao do germoplasma
até as etapas finais de selecéo de plantas melhoradas (DUDLEY, 1993; FALEIRO et
al., 2005; HENRY, 2012; OLIVEIRA et al., 2013b).

Os marcadores moleculares podem contribuir para aumentar o conhecimento
do material genético disponivel, caracterizando e quantificando a diversidade e a
divergéncia genética, facilitar e aprofundar o conhecimento da herangca dos
caracteres de interesse, permitindo com isso, direcionar os procedimentos de
melhoramento, e atuar como ferramenta na escolha de genitores de forma a
explorar a heterose (PEREIRA et al., 2005).

Os marcadores tém sido utilizados em varias aplica¢fes, incluindo andlises de
relacbes genéticas entre individuos, mapeamento de genes Uteis, selecdo assistida,
estudos de genética de populacdes e analises filogenéticas (KALIA et al., 2011).

Marcadores baseados em DNA sao definidos como fragmentos de DNA que
revelam variacoes, e podem ser utilizados para detectar o polimorfismo entre os
diferentes genotipos (ou pool génico) de uma populacdo ou espécie (JIANG, 2013).
Estes fragmentos sdo associados a determinados loci e podem ser detectados por

ferramentas de biologia molecular.
2.7 Marcadores moleculares no género Passiflora

Devido a sua ampla diversidade e grande importancia econémica, diversos
estudos de caracterizacdo genética no género Passiflora tém sido realizados com
diferentes marcadores moleculares.

Os primeiros estudos foram realizados com marcadores RAPD (Randomly
Amplified Polimorphic DNA; WILLIAMS et al., 1990). Popula¢cdes de P. alata Curtis,
P. cincinnata, P. edulis f. edulis, P. edulis f. flavicarpa, P. foetida L., P. gibertii, P.
malacophylla Mast., P. maliformis, P. mucronata Lam. e P. suberosa L., e plantas
provenientes de cultivos de P. edulis f. flavicarpa, foram avaliadas com marcadores
RAPD (VIANA et al., 2003). Observou-se baixa variabilidade entre os individuos de
P. edulis, e grande variabilidade interespecifica, indicando uma possibilidade de
utilizacdo das espécies silvestres de Passiflora no melhoramento genético do
género. Outros estudos com RAPD em Passifora mostraram resultados
semelhantes (BELLON et al., 2007; CERQUEIRA-SILVA et al., 2010).
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Posteriormente, os marcadores RAPD foram gradualmente substituidos por
marcadores ISSR (Inter Single Sequence Repeat; ZIETKIEWICZ et al., 1994), outro
marcador dominante que, no entanto, é considerado mais confiavel por néo
apresentar problemas de reprodutibilidade, além de detectar altos niveis de
polimorfismo (BORNET et al., 2002). Acessos de P. alata e de P. edulis,
provenientes do Banco de Germoplasma da Embrapa Mandioca e Fruticultura foram
analisados com este marcador, que revelou grande variabilidade entre os mesmos,
permitindo seu agrupamento de acordo com o seu local de origem (SANTOS et al.
2011).

Populacdes nativas de P. setacea do sudoeste do estado da Bahia foram
avaliadas por meio de 11 primers de ISSR e quatro pares de primers RGA (Analogs
Markers of Resistance Gene) (PEREIRA et al., 2015). Neste estudo, foi detectada
variagdo na porcentagem de locos polimoérficos e consideravel diferenciacdo
genética entre as populacdes. Os resultados sugerem que a diferenciacado genética
ocorreu entre as populacdes de P. setacea, mesmo quando diferentes loci sao
testados, podendo estes dados ser Uteis para o desenvolvimento de estratégias
para a preservacao desta espécie no cerrado.

Os marcadores RAPD e ISSR, embora sejam bastante eficientes em detectar
niveis de polimorfismos em populacdes e entre espécies relacionadas, constituem
marcadores dominantes, e a informacéo gerada por eles é limitada em relacdo aos
marcadores codominantes. Desta forma, estudos com marcadores codominantes,
como o0s microssatélites ou SSR (Single Sequence Repeat) estdo sendo
preferencialmente utilizados no estudo de espécies de interesse econémico.

Os marcadores SSR constituem repeticbes de sequéncias simples (SSRs)
amplamente distribuidos no genoma, de evolucédo rapida, e capazes de detectar
altos indices de polimorfismo e heterozigosidade (ALZATE-MARIN et al., 2005).

Estes marcadores tém ganhado importancia consideravel em genética de
plantas e melhoramento devido a muitos atributos genéticos incluindo
hipervariabilidade, natureza multialélica, heranca codominante, reprodutibilidade,
abundancia relativa, cobertura extensiva do genoma incluindo genomas
organelares, localizacéo especifica do cromossomo e receptividade de automacao e
alta taxa de transferéncia genética (PADUA et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2006,
KALIA et al.,, 2011; JIANG, 2013). No entanto, a técnica de SSR requer um alto
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custo e um extensivo trabalho no processo de desenvolvimento de primers
especificos (JIANG, 2013).

As regibes que contem sequéncias Unicas repetidas sdo amplificadas
individualmente através de PCR a partir de um par de primers especificos
complementares as sequéncias Unicas que flanqueiam o microssatélite (FERREIRA
e GRATTAPAGLIA, 1998). O alto grau de variacdo alélica revelada por estes
marcadores resulta de variagdo no numero de motivos repetidos em um locus
causado por deslizamento de replicacdo e/ou crossing-over desigual durante a
meiose (KALIA et al., 2011). Os segmentos amplificados a partir destes sitios, quase
invariavelmente apresentam um extenso polimorfismo resultante da presenca de
diferentes nimeros de elementos simples repetidos. Cada segmento amplificado de
tamanho diferente, representa um alelo diferente do mesmo locus (FERREIRA;
GRATTAPAGLIA, 1998).

Desde os anos 1990, marcadores microssatélites tém sido extensivamente
utilizados na construcdo de mapas genéticos, mapeamento de QTLs, selecao
assistida por marcadores e analise de germoplasma em uma vasta gama de
espécies de plantas (SCHLOTTERER, 2004; JIANG, 2013). Os SSR séo
importantes na verificacdo das mudancas nos parametros genéticos das populacdes
ao longo dos ciclos de selecédo, por identificarem alteracdes e perdas alélicas em
cada loco individualmente (OLIVEIRA et al., 2005). Além disso, sdo também
utilizados para avaliar a diversidade genética de populaces nativas (SALLA et al.,
2002; GANGA et al., 2004; ALZATE-MARIN et al., 2005).

Em Passiflora os SSRs tém sido utilizados em estudos de diversas espécies, a
exemplo de P. alata, P. cincinnata, P. contracta Vitta, P. edulis f. flavicarpa, P.
foetida, P. gibertii, P. maliformis, P. setacea, P. suberosa, entre outras (OLIVEIRA et
al., 2005; CAZE et al., 2012; CERQUEIRA-SILVA et al., 2012; OLIVEIRA et al.,
2013a; CERQUEIRA-SILVA et al., 2014).

Para as espécies de Passiflora incluidas no presente estudo, foram
desenvolvidos marcadores especificos para P. edulis f. flavicarpa (OLIVEIRA et al.,
2005; CERQUEIRA-SILVA, 2014), P. cincinnata (CERQUEIRA-SILVA, 2012;
CERQUEIRA-SILVA, 2014) e P. setacea (CERQUEIRA-SILVA, 2014).

A diversidade de P. edulis f. flavicarpa de acessos pertencentes a colecédo do
Instituto Agronémico do Parana (Londrina, Brasil) foi avaliada com marcadores SSR

(OLIVEIRA et al., 2005). A analise foi realizada com 12 acessos, seis cultivadas no
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estado de S&o Paulo, trés de Minas Gerais, um da Bahia, um do Parana e um
material sob selec¢éo artificial. Foram obtidos no estudo valores de heterozigosidade
observada e esperada muito semelhantes (Ho=0,52; He=0,54). A diversidade dentro
dos acessos (Hs = 0,341) foi superior a diversidade entre eles (Dst = 0,103). O
estudo confirmou o potencial destes marcadores para estudar a diversidade do
maracuja amarelo.

Marcadores especificos para acessos de P. cincinnata do banco de
Germoplasma da Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia (UESB) foram
desenvolvidos por Cerqueira-Silva et al. (2012). Entre os 25 marcadores
microssatélites que foram desenvolvidos, sete foram polimorficos (21%), com
diferentes graus de polimorfismo. Entretanto, os autores afirmaram que pode haver
uma taxa maior de polimorfismo entre outras populacdes de P. cincinnata ou entre
outras espécies de Passiflora.

Em alguns trabalhos foi avaliado o potencial de transferabilidade dos
marcadores SSR entre as espécies de Passiflora (CAZE et al., 2012; OLIVEIRA et
al., 2013a; CERQUEIRA-SILVA et al., 2014).

Primers de microssatélites estabelecidos para P. contracta, foram testados e
amplificados com sucesso em P. ovalis (CAZE et al. 2012). Porém houve baixa
eficiéncia, com apenas dois loci amplificados, reforcando a diferenciacdo entre
essas duas espécies que antes eram consideradas como uma unica. Os primers de
SSR desenvolvidos para P. edulis também amplificaram outras 11 espécies do
género Passiflora, incluindo P. cincinnata, P. gibertii, P. maliformis e P. setacea
(OLIVEIRA et al., 2013b). Neste caso, foram obtidos produtos de alta qualidade
indicando a possibilidade de transferabilidade, o que minimiza os custos do
desenvolvimento de primers especificos.

Primers especificos de SSR foram desenvolvidos também para P. setacea, e
testados em acessos de P. cincinnata, P. edulis e P. setacea do banco de
Germoplasma da Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia (CERQUEIRA-
SILVA et al., 2014). A porcentagem de loci polimérficos foi de 15% em P. edulis,
29% em P. setacea, e 20% em P. cincinnata, demonstrando que estes marcadores

foram eficientes para .analisar a diversidade nas trés espécies.
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Figura 1. Passiflora spp do Banco de Germoplasma da Embrapa Mandioca e Fruticultura, Cruz das

Almas. A. Habito trepadeiro P. gibertii. B. Ramo de P. cincinnata mostrando as gavinhas axilares. C.
Ramos de P. maliformis com flores. D. Folha de P. edulis f. flavicarpa evidenciando os nectarios

(setas) no peciolo. Fotos: Naira C. S. Barbosa.



Figura 2. Flores de diferentes espécies de Passiflora. A. P. cincinnata Mast. B. P.
edulis Sims f. flavicarpa Deg. C. Hibrido interespecifico de P. edulis Sims f. flavicarpa
Deg x P. cincinnata Mast., pertencente ao Banco Ativo de Germoplasma da Embrapa
Mandioca e Fruticultura. D. P. edmundoi Sacco. E. P. foetida L. F. P. gibertii N.E.Br.
G. P. maliformis Vell. H. P. setacea DC. Fotos: Naira C. S. Barbosa (B, C, D, E, G e
H) e Alessandra S. Schnadelbach (A e F).
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Figura 3. Sintomas do endurecimento dos frutos em P. edulis f. flavicarpa. A D. Plantas de
campo naturalmente infectadas pelo CABMV. A, B e C. Folhas exibindo mosaico,
bolhosidades e deformacdes. D-E. Frutos endurecidos, deformados e com manchas na

casca. Fotos: Cristiane de Jesus Barbosa.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Avaliar as alteracbes anatdbmicas decorrentes da infeccdo com o Cowpea aphid-
borne mosaic virus em cinco espécies de Passiflora e a diversidade genética de

populacdes naturais da espécie com menores alteracdes.

4.2 Objetivos especificos

e Avaliar a presenca e tipo de alteragbes anatbmicas decorrentes da infeccao
com o CABMV em P. edulis f. flavicarpa, P cincinnata, P. gibertii, P.
maliformis e P. setacea,;

e Identificar a espécie silvestre de Passiflora com menores alteragbes
anatdémicas decorrentes da infeccdo com o CABMV;

e Avaliar a diversidade genética da espécie com menores alteracbes
anatébmicas decorrentes da infeccdo com o CABMV, através de um estudo
populacional utilizando marcadores SSR;

e Contribuir para os estudos de diversidade e melhoramento genético do

maracuja.
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CAPiTULO |

ALTERACOES ANATOMICAS EM FOLHAS DE CINCO
ESPECIES DE MARACUJAZEIROS INFECTADAS COM O

Cowpea aphid-borne mosaic virus

Artigo sera submetido ao periédico Brazilian Journal of Botany
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RESUMO

Alteracbes anatbmicas em folhas de cinco espécies de maracujazeiros
infectadas com o Cowpea aphid-borne mosaic virus - O endurecimento dos
frutos do maracujazeiro causado pelo Cowpea aphid-borne mosaic virus (CABMV)
constitui um dos principais problemas fitossanitarios da cultura, ocasionando queda
de produtividade e qualidade dos frutos. O objetivo do trabalho foi avaliar a
presenca de alterac6es anatbmicas foliares em espécies de maracuja infectadas
pelo CABMV que possam auxiliar no conhecimento da interagéo virus-hospedeiro e
contribuir na identificagdo de gendtipos resistentes a este patdgeno. Foram
estudadas as espécies silvestres P. cincinnata, P. gibertii, P. maliformis e P.
setacea, consideradas como mais resistentes ao CABMV, e a espécie comercial de
maracuja amarelo, P. edulis f. flavicarpa, considerada suscetivel ao virus. As plantas
foram obtidas de sementes, mantidas em casa de vegetacdo, inoculadas
mecanicamente com um isolado virulento do CABMV e, apods 60 dias, coletou-se a
quinta folha de cada planta como amostras para o estudo anatdbmico, que foi
realizada por microscopia eletrbnica de varredura e Optica. Foram mensuradas a
espessura da epiderme adaxial e abaxial, do parénquima palicadico e esponjoso,
espessura foliar total e densidade estomatica. As principais alteracdes decorrentes
da infeccdo pelo CABMV foram: desorganizacdo dos feixes vasculares, alteractes
no tecido parenquimatico e depressdes no limbo, as quais estavam presentes em
maior intensidade em P. edulis f. flavicarpa. O padrdo de deposicdo da cera
epicuticular cristaloide esteve presente em todas as espécies silvestres analisadas e
ausente na espécie comercial, podendo ser utilizado como um marcador histolégico
para a selecdo de plantas resistentes ao CABMV em programas de melhoramento.
A espécie P. setacea foi a que apresentou menores alteracbes em decorréncia da

infeccdo com o CABMV.

Palavras-chave: Passion fruit woodiness virus, PWV, histologia vegetal,

melhoramento.
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ABSTRACT

Anatomical alterations in leaves of five species of passion fruit trees infected
by Cowpea aphid-borne mosaic virus - Passion fruit woodiness disease caused
by the Cowpea aphid-borne mosaic virus (CABMV) represents one of the main
phytosanitary culture problems, causing a drop in productivity and fruit quality. The
goal of this work was to evaluate the presence of anatomical leaf alterations in
passion fruit species infected by CABMYV that can assist in the understanding about
the host-virus interaction and contribute to the identification of genotypes that are
resistant to this pathogen. The wild species P. cincinnata, P. gibertii, P. maliformis
and P. setacea, were studied since they are considered resistant to CABMV and the
commercial species of the yellow passion fruit, P. edulis f. flavicarpa, considered
susceptible to the virus. The plants were obtained from seeds kept in a greenhouse,
mechanically inoculated with a virulent isolate CABMV and, after 60 days, collected
up to fifth leaf of each plant as samples for anatomical study, which was performed
by scanning electron microscope and optical. The thickness of the adaxial and
abaxial epidermis, of the palisade and spongy parenchyma, of the total leaf
thickness and stomatal density were measured. The main alterations resulting from
CABMYV infection were: disorganization of the vascular bundles, alterations in the
parenchyma tissue and depressions in the leaf blade, which were present in greater
intensity in P. edulis f. flavicarpa. The pattern of the deposition of the epicuticular
wax crystalloid was present in all the analyzed wild species and absent in the
commercial species. This could be used as a histological marker for the selection of
plants that are resistant to CABMV in improvement programs. The species P.
setacea was the one that showed minor alterations resulting from the infection by
CABMV.

Keywords: Passion fruit woodiness virus, PWV, plant histology, improvement.
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1 INTRODUCAO

O maracujazeiro € uma planta tropical da familia Passifloraceae, que possui
distribuicdo pantropical, incluindo cerca de 20 géneros e 600 espécies (SOUZA e
LORENZI, 2012). O Brasil € um dos principais centros de diversidade para a familia,
com cerca de 150 espécies aceitas (BERNACCI et al., 2016). O género Passiflora é
0 mais representativo em Passifloraceae, sendo a maioria das espécies originarias
da América Tropical (OLIVEIRA e RUGGIEIRO, 2005).

O maracuja-amarelo ou maracuja-azedo, Passiflora edulis f. flavicarpa Deg.
€ a principal espécie cultivada e comercializada (VIANA et al., 2003; MELETTI,
2011), cujo cultivo ocorre em quase todo o territério nacional, principalmente na
regiao Nordeste (BORGES e SOUZA, 2010; GONCALVES e SOUZA, 2006).

Apesar de o Brasil ser o maior produtor mundial de maracuja, com producéo
estimada de 776 mil toneladas colhidas em uma éarea de 58 mil hectares, a
produtividade brasileira é considerada baixa, 13,42 t ha™ (IBGE, 2014). Dentre os
fatores que limitam a expanséo da cultura, causam reducé&o na produtividade e na
vida util dos pomares merece destaque a doenca do endurecimento do fruto
causada no Brasil, principalmente, pelo Cowpea aphid-borne mosaic virus (CABMV)
(NASCIMENTO et al., 2006; CERQUEIRA-SILVA et al., 2014).

O CABMV pertence ao género Potyvirus e a familia Potyviridae (MINK e
SILBERNAGEL, 1992) — a principal familia de virus que infecta plantas (BERGER,
2001). E um virus de RNA de fita simples (BERGER, 2001), que apresenta como
principais hospedeiros espécies das familias Fabaceae e Passifloraceae
(LOVISOLO e CONTI, 1966; PIO-RIBEIRO et al., 2000; NASCIMENTO et al., 2006;
KITAJIMA et al., 2008; NICOLINI et al., 2012).

Este virus é transmitido de maneira ndo persistente por afideos e os
principais sintomas sdo o endurecimentodo pericarpo e deformidades dos frutos,
mosaico, bolhosidades e distorcdo da lamina foliar, além da reducdo da
produtividade dos maracujazeiros (FISCHER et al., 2005). Ainda como agravante,
até o momento ndo existem medidas de controle efetivas da doenca (TREVISAN et
al., 2006; SAMPAIO et al., 2008). Portanto, a identificacdo de fontes de resisténcia
genética em espécies de Passiflora torna-se uma alternativa interessante para

introgressao de genes de na espécie comercial, P. edulis f. flavicarpa.
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Espécies silvestres de Passiflora tém sido apontadas como resistentes a
pragas em avaliacbes de campo (JUNQUEIRA et al. 2005; CERQUEIRA-SILVA, et
al. 2008; MACIEL et al., 2009; CAVICHIOLI et al., 2011) entras as quais estdo as
espécies P. setacea DC., P. cincinnata Mast. e P. gibertii N.E.Brown que
apresentam potencial de uso em programas de hibrida¢cbes interespecificas
(JUNQUEIRA et al., 2005; CERQUEIRA-SILVA et al., 2008; MACIEL et al., 2009;
CAVICHIOLI et al., 2011, CARVALHO et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2013). No
entanto, esses estudos sédo focados quase exclusivamente no comportamento em
relacdo a presenca e severidade de sintomas externos, ndo tendo sido realizado
nenhum estudo anatémico, que possa auxiliar na selecao de plantas resistentes, até
0 momento.

Os estudos anatdbmicos associados a presenca de patdogenos exercem
importante papel para o melhor entendimento da patogénese e das reacdes
apresentadas pelo hospedeiro, quando exposto a acdo dos patdogenos. Apesar de
existirem trabalhos abordando aspectos anatdomicos em Passiflora (NOGUEIRA
FILHO et al., 2010; BERALDO e KATO, 2010; VIEIRA et al., 2011) ndo ha estudos
gue relacionem diferencas anatémicas como resposta a infeccdo pelo CABMV, que
possam fornecer subsidios para o programa de melhoramento genético do
maracujazeiro.

Este trabalho teve, portanto, o objetivo de avaliar caracteristicas anatémicas
foliares em P. cincinnata Mast., P. gibertii N.E.Br., P. maliformis L., P. setacea DC. e
P. edulis f. flavicarpa Deg., infectadas pelo CABMV que possam contribuir na

identificacdo e selecdo de gendtipos resistentes a este patdégeno.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Material vegetal

Para este estudo foram utilizadas cinco espécies de Passiiflora, sendo quatro
delas silvestres, consideradas mais resistentes ao CABMV — P. cincinnata, P.
gibertii, P. maliformis e P. setacea — e a espécie comercial, de maracuja-amarelo, P.
edulis f. flavicarpa, suscetivel ao CABMV (Figura 1). As sementes foram obtidas do

Banco de Germoplasma de Maracujazeiro da Embrapa Mandioca e Fruticultura.
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2.2 Ensaio bioldgico e amostragem

O ensaio bioldgico foi estabelecido em casa de vegetacdo na Embrapa
Mandioca e Fruticultura em novembro de 2013. Foram obtidas seis plantas de cada
espécie, das quais a metade foi inoculada mecanicamente com o CABMV e a outra
metade inoculada somente com tampéo de inoculacao.

As plantas foram inoculadas quando atingiram o tamanho médio de 20 cm, a
partir de extrato de folhas de plantas com mosaico foliar e infectadas com um
isolado do CABMV, previamente identificado via RT-PCR (FROES et al., 2014). O
extrato foi preparado a partir de 1 g de amostras de folhas com mosaico em 5 mL de
solucdo tampao (fosfato de potassio 0,1 M e sulfito de sédio 0,1 M, com pH 7,0),
acrescido do abrasivo “celite”. O virus foi inoculado friccionando as partes
superiores (superficie adaxial) da folha com os dedos contendo o in6culo. Apéds, as
plantas foram lavadas para retirar o excesso do abrasivo de forma a evitar a queima
das folhas.

Realizou-se, semanalmente, a avaliagdo da presenca de sintomas de
mosaico nas folhas de cada planta do ensaio. Apés 60 dias da inoculacdo, quando
todas as plantas inoculadas ja apresentam sintomas de mosaico, foram coletadas
amostras para as analises anatdomicas. Foi considerada como amostra para as

analises, a quinta folha, do apice para a base, de cada planta.

2.3 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Para a analise das superficies foliares, adaxial e abaxial, em microscopia
eletrébnica de varredura (MEV), os segmentos foliares foram desidratados em série
etilica crescente. As amostras foram submetidas a secagem em ponto critico de
CO; e em seguida montadas sobre suportes metalicos (stubs) e metalizadas com
ouro por 180 segundos. As imagens foram obtidas por microscopio eletrénico de
varredura de pressao variavel JEOL® JSM-6930LV.

2.4 Microscopia optica

Para as analises em microscopia 6ptica, secfes paradérmicas do limbo
foliar foram obtidas a mao livre com auxilio de lamina de barbear, submetidas a

clarificacdo com hipoclorito de sodio a 50% e em seguida lavadas em agua
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destilada (KRAUS e ARDUIN, 1997). As secdes foram coradas com safranina
alcodlica 1%, e montadas em Iaminas semi-permanentes com glicerina 50%. Foram
também realizados cortes em micr6tomo rotativo na regido transversal da lamina
foliar. Para isso, fragmentos do terco mediano das folhas foram emblocados com kit
de Historesina LEICA®.

Os cortes obtidos foram corados com Azul de toluidina 0,05% (O’'BRIEN et
al., 1964), para a montagem das laminas permanentes em Entellan. A
documentacdo fotografica foi realizada em microscépio 6ptico Carl Zeiss® Axio
Scope Al acoplado a uma camera de video Canon® e um microcomputador,
empregando o Software EOS Utility®, verséo 1.4.0.1.

As fotos foram utilizadas para as medicdes das espessuras dos tecidos, nas
secoes transversais da lamina foliar (espessura da epiderme adaxial (EAd) e abaxial
(EAD), espessura do parénquima palicadico (PP) e esponjoso (PE) e a espessura
total do limbo (EL)) por meio do programa de imagens AxioVision® Rel. 4.8. Para
cada medida utilizou-se 10 cortes de cada uma das folhas, totalizando assim um
numero amostral de 30 unidades.

Nas secOes paradérmicas das superficies inferiores foi realizada a
contagem dos estdbmatos, obtendo-se a densidade estomatica por mm?2 (DE),
utilizando-se o programa ANATI QUANTI (AGUIAR et al., 2007). Em cada uma das
folhas foi realizada a contagem em 10 regides distintas, estimando 30 medidas de

folhas infectadas e 30 de folhas sadias para cada espécie.
2.5 Anédlise estatistica

Para a analise quantitativa dos caracteres anatdbmicos (EAd, EAb, PP, PE,
EL e DE), as médias obtidas das plantas infectadas foram comparadas com as
obtidas das plantas sadias pelo teste T de Student, utilizando-se o programa R 3.0.3
(R CORE TEAM, 2013).
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3 RESULTADOS
3.1 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Por meio da microscopia eletrénica de varredura foi possivel observar nas
superficies adaxial e abaxial das folhas de P. cincinnata, P. gibertii, P. maliformis e
P. setacea (Figura 2E-T) a presenca evidente de cera epicuticular com aspecto
cristaloide (BARTHLOTT et al., 1998), o que nao foi visualizado na espécie P. edulis
em ambas faces epidérmicas (Figura 2A-D).

Em relacdo a superficie adaxial das folhas de P. edulis observou-se uma
descamagdo tanto nas folhas infectadas como nas sadias (Figura 2A-B).
Comportamento similar foi observado na superficie abaxial, mas em menor
intensidade (Figura 2C-D).

3.2 Microscopia Optica
3. 2.1 Secdes paradérmicas

Ao analisar as secOes paradérmicas e transversais em ambas as faces da
lamina foliar, observou-se estdmatos apenas na face abaxial, sendo as folhas
classificadas como hipoestomaticas. Em vista frontal, foram identificadas células
epidérmicas poligonais de paredes anticlinais retas a levemente sinuosas na face
adaxial (Figura 3A, B, E, F, I, J, M, N, Q e R), enquanto na face abaxial, estas
paredes apresentam contorno mais sinuoso (Figura 3C, D, G, H, K, L, O, P, Se ).

Verificou-se ainda que as plantas infectadas pelo CABMV apresentaram
menor grau de sinuosidade das células epidérmicas, na face adaxial de P. edulis
guando comparado as plantas sadias (Figura 3A-D). Para as outras espécies, ndo
foram observadas diferencas no formato das células comparando as plantas

infectadas com as sadias (Figura 3E-T).
3.2.2 Secdes transversais

No presente estudo, foi observado para as espécies P. edulis (Figura 4B), P.
gibertii (Figura 4F) e P. maliformis (Figura 4H) infectadas pelo CABMV uma
depressdo na regido do limbo foliar. P. edulis foi a Unica espécie que apresentou

hipertrofia nas células do parénquima esponjoso. Enquanto as espécies, P.
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cincinnata (Figura 4D) e P. setacea (Figura 4J) ndo apresentaram diferengcas nas
secoes transversais comparando as plantas infectadas com as sadias.

Na regido da nervura central (Figura 5A-M) observou-se que nas folhas
sadias (Figura 5A, C, E, G, J, L) observou-se que na regido da nervura central,
ocorre colénquima do tipo angular, seguido de parénquima fundamental e sistema
vascular formado por feixes vasculares do tipo colateral.

Em relacdo as plantas sadias, observou-se diferencas em relacdo a
quantidade e distribuicdo do sistema vascular. Em P. edulis a nervura principal &
constituida por quatro feixes, aproximadamente do mesmo tamanho, dispostos em
forma de circulo, estando um mais voltado para a face adaxial, e trés localizados
medianamente a nervura (Figura 5A, C). P. cincinnata (Figura 5E, F) e P. maliformis
(Figura 51, J) apresentaram dois conjuntos de feixes, sendo um feixe maior, em
forma de circulo, na regido aproximadamente mediana da nervura, e um feixe
pequeno e circular, mais voltado para a face adaxial. As espécies P. gibertii (Figura
5G, H) e P. setacea (Figura 5K, L) apresentaram um unico feixe, localizado na
regiao central.

As folhas de P. edulis, infectadas pelo CABMV apresentaram alteracédo no
sistema vascular, com nervura principal formada por um Unico feixe maior, voltado a
face inferior e presenca de um feixe menor voltado a face superior (Figura 5B, D).
As outras espécies ndo apresentaram diferencas nos feixes vasculares (Figura 5F,
H, K, M).

3.2.3 Analise estatistica

Na analise dos caracteres anatdomicos das folhas observou-se diferencas
estatisticas significativas (p < 0,05) em todas as variaveis estudadas (espécies,
tratamento — ndo inoculado e inoculado com CABMV) (Tabela 1).

Em relacdo as andlises quantitativas, P. edulis f. flavicarpa evidenciou
diferencas anatbmicas decorrentes da presenca do CABMV para quase todos o0s
caracteres avaliados, exceto para a espessura da epiderme abaxial (EAb). Nesta
espécie, observou-se maior espessura dos tecidos na presenca do virus para a
maioria das caracteristicas avaliadas — espessura da epiderme adaxial (EAd),
parénquima palicadico (PP), parénquima esponjoso (PE) e espessura total do limbo
(EL) enquanto a densidade estomatica (DE) foi menor nas plantas infectadas

(Tabela 1). Por outro lado, P. setacea nao mostrou diferengas significativas para
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nenhuma caracteristica analisada. P. cincinnata evidenciou diferenca significativa
apenas para uma caracteristica — EAd, P. gibertii para duas caracteristicas — EAd e
PE, e P. maliformis para trés caracteristicas — EAd, EAb e DE.

Para a EAd, observou-se que P. edulis inoculado com o virus apresentou
maior espessura com 26,97 pum seguido de P. maliformis com 21,83 pum. Por outro
lado, P. setacea controle (ndo inoculado) foi que apresentou a menor EAd com
11,63 um, ndo tendo diferido do tratamento com inoculagdo. Comportamento similar
foi observado para a espessura da EAb, visto que P. edulis inoculado com CABMV
apresentou maior espessura com 19,27 um, embora ndo tenha diferido
significativamente do tratamento controle (18,81 pm). Enquanto P. setacea
apresentou menor EAb com 8,99 um e 9,16 um, nos tratamentos controle e
inoculado, respectivamente.

A DE foi maior em P. gibertii (346,35 estmm?) inoculada com o virus
CABMV, mas nao houve diferenca significativa em relacdo as plantas controle.
Enquanto P. maliformis inoculada (330,03 est/mm? apresentou diferenca
significativa para esta varidvel em relacdo ao controle (215,85 est/mm?).
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4 DISCUSSAO

A presenca da cera epicuticular em padréo cristaloide, em todas as
espécies silvestres analisadas e auséncia na espécie cultivada foi a caracteristica
mais diferenciada entre essas espécies. A perda da cera epicuticular em P. edulis f.
flavicarpa pode ter ocorrido ao longo do processo de sua domesticagao.

As espécies silvestres tém sido descritas como mais resistentes ao CABMV
(JUNQUEIRA, 2005; OLIVEIRA et al., 2013). A presenca de cera epicuticular
nessas espécies pode estar relacionada a resisténcia observada, podendo afetar o
processo de aquisi¢cdo e transmissdo do virus pelos vetores. Alguns trabalhos tém
relacionado a presenca de cera epicuticular a resisténcia contra afideos em varias
espécies, como couve (Brassica oleracea var. acephala), cevada, framboesa
(Rubus ideaus) e ervilha (Pisum sativum) (THOMPSON, 1963; TSUMUKI et al.,
1989; SHEPHERD et al., 1999; WHITE e EIGENBRODE, 2000; COSTA et al.,
2014). A cera epicuticular foi associada a prevencgao da transmissédo do Cotton leaf
curl virus (CLCuV) pela mosca branca em algodao silvestre (Gossypium arboreum),
por ser uma barreira fisica contra o ataque do vetor (KHAN et al., 2015).

Estando a presenca de cera epicuticular relacionada a resisténcia
observada nas espécies silvestres (JUNQUEIRA, 2005; OLIVEIRA et al., 2013),
pode constituir um marcador histolégico importante para a selecdo precoce de
hibridos resistentes ao CABMV.

P. edulis f. flavicarpa foi a Unica espécie que apresentou diferencas
consideraveis na forma das células epidérmicas em vista frontal, tendo menor
sinuosidade nas células da epiderme adaxial das plantas infectadas. Alguns autores
relacionam a menor sinuosidade da parede celular a caracteristicas adaptativas
contra a perda excessiva de agua (ELIAS et al., 2003; SCATENA et al., 2005; LIMA
Jr. et al., 2006).

A sinuosidade das paredes anticlinais das células epidérmicas pode ser
atribuida as condi¢cdes ambientais, sendo mais pronunciada em plantas adaptadas a
ambientes Umidos (GOMES, 1992), enquanto que as células epidérmicas que
apresentam paredes retas possuem caracteristicas que garantem o0 seu
desenvolvimento em ambientes secos (WILKINSON, 1979). Farias et al. (2009)

também afirmaram que os agentes fisicos (umidade atmosférica e intensidade
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luminosa) interferem no desenvolvimento foliar e constituem um efeito marcante
sobre a estrutura das paredes da epiderme.

Como o contorno da parede celular estd muitas vezes relacionado a maior
absorcédo de luz e consequente aumento de area celular exposta, acredita-se que a
presenca de sinuosidade nas paredes celulares de ambas as faces epidérmicas
esteja relacionada ao grupo taxondémico, pois estd presente também em outras
espécies de Passiflora (GARCIA et al., 2008; MERUVIA et al., 1993a; 1993b).

As alteracGes anatdbmicas causadas por virus relatadas no presente estudo,
como depressfes em regides do limbo, colapso da epiderme e hipertrofia de células
do parénquima esponjoso, foram apontadas também por outros autores em diversas
espécies de plantas (SOFY et al., 2007; TAKIMOTO et al., 2009; SIDHU et al., 2010;
GOMES et al., 2010; MARQUES et al., 2010; TROMAS et al., 2014).

Alteracbes anatomicas em tecidos foliares causadas pelo Citrus leprosis
virus C (CiLV-C) foram avaliadas em Citrus sinensis L. (MARQUES et al., 2007). As
caracteristicas observadas nas folhas das plantas infectadas foram hipertrofia das
células parenquimaticas, hiperplasia e acumulo de compostos lipidicos. Os autores
associaram estas alteracdes com possiveis mecanismos que podem impedir que o
virus se torne sistémico.

Diferentes espécies infectadas com o Clerodendrum chlorotic spot virus
(CICSV), apresentaram hipertrofia em algumas células do parénquima lacunoso e
eventual hiperplasia no parénquima palicadico, partes da epiderme necrosadas e
colapsadas, e regido vascular com indicios de necrose (GOMES et al., 2010). Os
autores associaram estes efeitos a invasao e replicacdo do CICSV e também aos
mecanismos de reacdo da planta para impedir a expanséao do virus.

No presente estudo, o fato de P. edulis f.flavicarpa sendo a espécie mais
suscetivel ao CABMV ter apresentado mais alteracfes anatdmicas ao ser infectada
pode estar, desta forma, relacionada também aos mecanismos de defesa da planta
a infeccgao viral.

As variagbes no sistema vascular das plantas infectadas foram
consideradas muito relevantes, tendo em vista a importancia do sistema vascular
para a manutencdo da planta, na conducdo de agua, sais minerais e nutrientes
organicos, sendo que estas foram observadas apenas nas folhas de P. edulis f.

flavicarpa infectadas com o CABMV.
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Alteracbes observadas nos feixes vasculares de diferentes plantas por
infeccao viral j& haviam sido observadas em diversos trabalhos e a degeneracéo do
floema, e o colapso e obliteragdo de elementos do sistema vascular foram
apontados como as mais comuns e danosas ao desenvolvimento das plantas
(ESAU, 1967; TAKIMOTO, 2009; GOMES et al., 2010; MARQUES et al., 2010).

De acordo com as andlises realizadas neste estudo, P. edulis f. flavicarpa foi
a espécie que sofreu mais alteracdes anatbmicas quando inoculada com o CABMV.
Enquanto P. setacea foi a espécie que apresentou menores diferencas anatdbmicas
comparando plantas infectadas e sadias. Estes resultados corroboram analises
realizadas anteriormente que apontam P. setacea como mais resistente ao CABMV
(JUNQUEIRA et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2013).

Os resultados obtidos elucidam melhor a interagdo virus e a planta
hospedeira, identificando estruturas anatdomicas que podem estar relacionadas a
transmissao do CABMV por afideos e a maior resisténcia de campo observada em
espécies silvestres de maracujazeiro (JUNQUEIRA et al., 2005; OLIVEIRA et al.,
2013).
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5 CONCLUSOES

As andlises microscopicas foram eficazes para o estudo estrutural da
interacdo CABMV x maracujazeiro.

A organizacdo e caracteristicas das células epidérmicas, alteragdes no
tecido parenquimético, depressbes em determinadas regides do limbo e
desorganizacdo dos feixes vasculares foram as alteragcdes anatdmicas mais
importantes decorrentes da infeccdo pelo CABMV nas espécies estudadas.

A espécie P. setacea foi a que apresentou menores alteracdes em
decorréncia da infecgcdo com o CABMV e a P. edulis f. flavicarpa a que mais foi
afetada pelo virus.

O padréo de deposicdo da cera epicuticular cristaloide esta presente em
todas as espeécies silvestres analisadas, P. cincinnata, P. gibertii, P. maliformis e P.
setacea, consideradas mais resistentes ao CABMV e pode vir a ser utilizado como
um marcador histoldgico para a selecdo precoce de plantas resistentes ao CABMV

em programas de melhoramento genético.
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Tabela 1. Valores médios e desvios padrdo das seis variaveis anatdbmicas foliares de Passiflora spp. mensuradas,

obtidas a partir de plantas sadias e infectadas pelo virus do endurecimento do fruto do maracujazeiro.

Caracteristicas anatébmicas

Espécies EAd EAb PP PE EL DE (est.mm?2)
Sadias Infect. Sadias Infect. Sadias Infect. Sadias Infect. Sadias Infect. Sadias Infect.
26,73+ 21,83+ 18,81+ 16,78+ 49,49+ 5256+ 57,24+ 54,93+ 152,80+ 145,26+ 215,85+ 330,03z

P. maliformis  4,94° 2,86" 2,75° 1,82° 9,85% 10,84° 7,80% 7,96% 13,172 14,40° 21,56° 51,21°
24,44+ 26,97+ 18,41+ 19,27+ 4547+ 60,42+ 102,18+ 108,52+ 180,70+ 207,56+ 337,45+ 297,82+

P. edulis 3,18° 5,332 2,36° 3,55% 7,38° 11,99° 11,15° 28,25° 10,31° 35,47% 38,89° 103,09°
22,04+ 19,27+ 16,80+ 16,28+ 44,15+ 4577+ 4537+ 42,38+ 118,38+ 115,99+ 218,98+ 243,86+

P.cincinnata 2,957 3,45° 2,19° 3,012 5,64° 13,33° 9,93% 13,272 18,662 31,10° 37,33% 32,66°
15,90+ 13,21+ 12,90+ 12,64+ 51,83+ 51,14+ 40,94+ 47,16+ 118,44+ 121,23+ 336,04+ 346,35+

P. gibertii 2,87% 1,59° 2,61° 0,91° 9,89° 3,53% 6,12° 7,10% 12,417 9,10% 45,87% 43,53%
11,63+ 12,13+ 8,99+ 9,16+ 19,11+ 21,24+ 25094+ 26,90+ 62,89+ 69,06+ 283,57+ 289,83+

P. setacea 1,512 1,162 1,59° 0,83% 2,27° 1,967 4,11° 4,39° 8,41% 8,62° 69,25° 58,95

Médias seguidas por letras diferentes, na horizontal, indicam diferencas estatisticamente significativas pelo teste T de Student (p < 0,05; n=30),
para cada variavel, comparando plantas sadias e infectadas. EAd = espessura da epiderme adaxial; EAb = espessura da epiderme abaxial; PP =
espessura do parénquima palicadico; PE = espessura do paréngquima esponjoso; EL = espessura do limbo foliar; DE = densidade estomatica.
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Figura 1. Folhas de Passiflora spp., sadias e inoculadas mecanicamente com o
CABMV, respectivamente, de plantas cultivadas em casa de vegetacao, utilizadas
nas andlises anatdmicas. A-B. P. edulis f. flavicarpa. C-D. P. cincinnata. E-F. P.
gibertii. G-H. P. maliformis. I-J. P. setacea.
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Figura 2. Superficies das folhas das cinco espécies de Passiflora, sadias e infectadas pelo
CABMV, em microscopia eletrénica de varredura. Passiflora edulis f. flavicarpa. A. Adaxial de folha
sadia. B. Adaxial de folha infectada. C. Abaxial de folha sadia. D. Abaxial de folha infectada. P.
cincinnata. E. Adaxial de folha sadia. F. Adaxial de folha infectada. G. Abaxial de folha sadia. H.
Abaxial de folha infectada. P. gibertii. I. Adaxial de folha sadia. J. Adaxial de folha infectada. K.
Abaxial de folha sadia. L. Abaxial de folha infectada. P. maliformis. M. Adaxial de folha sadia. N.
Adaxial de folha infectada. O. Abaxial de folha sadia. P. Abaxial de folha infectada. P. setacea. Q.
Adaxial de folha sadia. R. Adaxial de folha infectada. S. Abaxial de folha sadia. T. Abaxial de folha
infectada.
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Figura 3. SecGes paradérmicas das folhas das cinco espécies de Passiflora, sadias e infectadas
pelo CABMV, em microscopia 6ptica. Passiflora edulis f. flavicarpa. A. Adaxial de folha sadia. B.
Adaxial de folha infectada. C. Abaxial de folha sadia. D. Abaxial de folha infectada. P. cincinnata.
E. Adaxial de folha sadia. F. Adaxial de folha infectada. G. Abaxial de folha sadia. H. Abaxial de
folha infectada. P. gibertii. I. Adaxial de folha sadia. J. Adaxial de folha infectada. K. Abaxial de
folha sadia. L. Abaxial de folha infectada. P. maliformis. M. Adaxial de folha sadia. N. Adaxial de
folha infectada. O. Abaxial de folha sadia. P. Abaxial de folha infectada. P. setacea. Q. Adaxial
de folha sadia. R. Adaxial de folha infectada. S. Abaxial de folha sadia. T. Abaxial de folha
infectada. Barra: 50um.



68

"“ L m\-,\t,°- ": AL -‘g-.‘f',-c_‘:

i et g o8 NN Y i) A
F N | ! & ‘
: N | :

..“

@ et § , o Nl T

Figura 4. Secdes transversais das folhas das cinco espécies de Passiflora, sadias e infectadas
pelo CABMV, em microscopia Optica. Passiflora edulis f. flavicarpa. A. Folha sadia. B. Folha
infectada. P. cincinnata. C. Folha sadia. D. Folha infectada. P. gibertii. E. Folha sadia. F. Folha
infectada. P. maliformis. G. Folha sadia. H. Folha infectada. P. setacea. |. Folha sadia. J. Folha
infectada. Barra: 100um. EAd: epiderme adaxial; EAb: epiderme abaxial; PE: parénquima
esponjoso; PP: parénquima palicadico. Setas indicam alteracbes nas plantas infectadas:
vermelhas = depress@es no limbo; verdes = hipertrofia de células parenquimaticas.
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Figura 5. Secdes transversais das folhas das cinco espécies de Passiflora, sadias e infectadas
pelo CABMYV, regido da nervura central, em microscopia 6ptica. Passiflora edulis f. flavicarpa. A.
Folha sadia. B. Folha infectada. C. Detalhe dos feixes vasculares de folha sadia. D. Detalhe dos
feixes vasculares de folha infectada. P. cincinnata. E. Folha sadia. F. Folha infectada. P. gibertii.
G. Folha sadia. H. Folha infectada. P. maliformis. J. Folha sadia. K. Folha infectada. P. setacea. L.
Folha sadia. M. Folha infectada. Barra: 100um. Co: colénquima; EAb: epiderme abaxial; EAd:
epiderme adaxial; Fl: floema; Pa: parénquima; Xi: xilema.
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CAPiTULO Il

DIVERSIDADE GENETICA DE POPULA(;C)ES DE
Passiflora setacea DC. DO ESTADO DA BAHIA
UTILIZANDO MARCADORES SSR
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RESUMO

Diversidade genética de popula¢cdes de Passiflora setacea DC. do estado da
Bahia utilizando marcadores SSR - Passiflora setacea DC. é uma espécie
nativa e endémica do Brasil com ampla distribuicdo no estado da Bahia. Por
apresentar resisténcia ao Cowpea aphid borne mosaic virus (CABMV), causador
do endurecimento do fruto, e a outros fitopatdgenos, a espécie tem sido apontada
como potencial para o melhoramento genético do maracujazeiro. O objetivo deste
estudo foi analisar a diversidade genética de populacdes de P. setacea do estado
da Bahia utilizando marcadores SSR. Foram coletadas populacbes de 18
municipios, totalizando 147 individuos analisados para seis loci de SSR. As
populacdes apresentaram indices de polimorfismo genético médio moderado. A
analise bayesiana de estruturacdo genética revelou a existéncia de dois grupos
genéticos. Por meio da AMOVA observou-se grande diversidade entre as
populacdes (45%), apesar do maior percentual de variancia detectado dentro das
populacdes (55%). O Gs médio foi de 0,221 indicando um alto nivel de
estruturacdo genética entre as populacdes. Nao houve correlacdo significativa
entre as distancias genéticas e geograficas. A auséncia de padrao de distribuicao
geografico pode estar relacionada a reducéo do fluxo génico entre as populacdes
e aos efeitos da deriva, ocasionada possivelmente ao efeito fundador em algumas
populacbes de P. setacea e pela fragmentacdo de habitats devido a acao
antropica. As populagdes com maior diversidade sdo as dos municipios de Licinio

de Almeida e Caetité.

Palavras-chave: maracuja-do-sono, microssatélites, variabilidade, estrutura

genética.
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ABSTRACT

Genetic diversity of Passiflora setacea DC populations from Bahia state
using SSR markers - Passiflora setacea DC. is a native and endemic species in
Brazil with broad distribution in the state of Bahia. To present resistance to the
Cowpea aphid borne mosaic virus (CABMV), that causes the passion fruit
woodiness disease, and other plant pathogens, the species has been identified as
a potential for genetic improvement of passion. The goal of this study was to
analyze the genetic diversity of P. setacea populations of Bahia using SSR
markers. 18 municipalities populations were collected, totaling 147 individuals
analyzed for six SSR loci. Populations had rates of moderate average genetic
polymorphism. The Bayesian analysis of genetic structure considered most likely
the existence of two genetic groups. Through the AMOVA there was great
diversity among populations (45%), despite the higher percentage of variance
detected within populations (55%). The average Gg; was 0.221 indicating a high
level of genetic structure among populations. The Mantel test showed that there
was no correlation between genetic and geographic distances. The absence of
geographic distribution pattern may be related to factors that low gene flow
between populations, the founder effect in some populations of P. setacea, the
fragmentation of habitats caused by human action. Populations with greater

diversity are located in the municipalities of Licinio de Almeida and Caetité.

Keywords: ‘somnus’ passion fruit, microsatellites, variability, genetic structure.
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1 INTRODUCAO

Passiflora L. (Passifloraceae, Malphighiales) (APG IIl, 2009), constitui um
género de ampla diversidade e distribuicdo geografica no Brasil, com 142
espécies aceitas, das quais 83 sdo endémicas, estando presente em quase todos
os dominios fitogeogréficos do pais (BERNACCI et al., 2016).

Sua importdncia econbmica deve-se ao consumo do maracuja,
especialmente de Passiflora edulis Sims (maracujazeiro-azedo e maracujazeiro-
roxo) e P. alata Curtis (maracujazeiro-doce). Das fruteiras com grande potencial
de cultivo no Brasil, o maracujazeiro tem apresentado acentuada expansao,
proporcionando grande popularizagdo no mercado interno, nos diferentes
segmentos de consumo (ATAIDE et al., 2012).

Entretanto, diversos problemas fitossanitarios tém afetado o cultivo comer-
cial do maracuja, incluindo a bacteriose, a murcha de Fusarium, a antracnose, e 0
endurecimento dos frutos (JUNQUEIRA et al., 2005; ATAIDE et al., 2012), sendo
este ultimo — causado no Brasil principalmente pelo Cowpea aphid borne mosaic
virus (CABMV) e pelo Passion fruit woodiness virus (PWV) — o responsavel pelas
perdas de maior impacto econdmico (NASCIMENTO et al., 2006; LEAO et al.,
2006; PINTO et al.,, 2008). Contudo, estudos recentes tém demonstrado que
espécies silvestres do género possuem diferentes niveis de resisténcia a estas
doencas (Capitulo 1).

A espécie silvestre P. setacea DC. (Figura 1) € apontada por varios autores
como uma das mais resistentes a doengas e pragas, como a morte precoce, a
virose do endurecimento do fruto, a fusariose e a antracnose (FISCHER et al.,
2005; JUNQUEIRA et al., 2005; OLIVEIRA e RUGGIEIRO, 2005; SANTOS et al.,
2005; BRAGA et al., 2006; Capitulo 1). E, portanto, uma excelente fonte de
resisténcia genética a fitopatdgenos que acometem a cultura do maracujazeiro
(CERQUEIRA-SILVA, 2012). Assim, cruzamentos entre P. edulis f. flavicarpa e P.
setacea constituem uma excelente estratégia para a obtencdo de hibridos
promissores para o melhoramento genético (CERQUEIRA-SILVA, 2012;
SANTOS, 2013), tendo sido realizadas com sucesso (JUNQUEIRA et al., 2005).

A transferéncia de resisténcia de P. setacea para P. edulis foi apontada

como promissora, embora devam ser feitos estudos para contornar a esterilidade
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dos machos hibridos e as dificuldades das metodologias de avaliagdo da
resisténcia genética (FALEIRO et al., 2005).

Figura 1. Passiflora setacea DC. A. Planta com frutos. B. Flor. C. Visdo geral da planta. D-E.

Ramos com botdes florais. Fotos: Naira C. S. Barbosa.

Embrora producdo do maracuja-do-sono ou maracuja-sururuca, como €
conhecida P. setacea (BERNACCI et al., 2016), ainda seja limitada
(CERQUEIRA-SILVA, 2012), a espécie apresenta grande potencial para a
incorporacdo no mercado consumidor, devido as suas propriedades medicinais,
seu sabor exotico, e também para a producéo de doces e sorvetes (ATAIDE et al.,
2012).

P. setacea € uma espécie nativa e endémica do Brasil, presente nas
regides Nordeste (Alagoas, Bahia), Centro-oeste (Distrito Federal, Goias, Mato
Grosso) e Sudeste (Espirito Santo, Minas Gerais, Rio de Janeiro), nos dominios
fitogeograficos da Caatinga, Cerrado e Mata Atlantica (BERNACCI et al., 2016).
Por ter uma distribuicdo ampla, em comparacdo com espécies do género de
distribuicdo mais restrita e mais suscetiveis a extin¢do, P. setacea é uma das

espécies de Passiflora que tende a preservar a historia evolutiva do grupo
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(SCHERER, 2014). Segundo Nunes (2002), sua distribuicdo no estado da Bahia é
predominante nas regides do Centro-Sul e Chapada Diamantina.

A caracterizacdo da diversidade genética de populagbes nativas de P.
setacea pode contribuir tanto para o desenvolvimento de estratégias de
conservacao da espécie quanto para subsidiar programas de melhoramento do
maracuja, visto que muitas estimativas de diversidade em Passiflora derivam de
acessos mantidos em bancos de germoplasma (CERQUEIRA-SILVA et al., 2016).
Neste contexto, os marcadores moleculares destacam-se como uma ferramenta
importante na caracterizacdo dos recursos genéticos, sendo utilizados no
melhoramento vegetal e em atividades relacionadas a conservacédo (DUDLEY,
1993; HENRY, 2012; OLIVEIRA et al., 2013).

Tendo em vista a importancia da caracterizacdo genética das espeécies
silvestres de maracujazeiro para a sua conservacdo e para o melhoramento
genético do género, o presente trabalho tem como objetivo avaliar a diversidade
genética de populacdes nativas de P. setacea do estado da Bahia por meio de
marcadores SSR.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Coleta do material

Para a determinacdo dos locais de coleta de P. setacea foi realizada uma
busca no banco de dados SpeciesLink (http://splink.cria.org.br) em 11 de agosto
de 2014.

Foram realizadas duas expedicOes de coleta, uma na regido do Centro-Sul
Baiano, compreendendo os municipios de Amargosa, Jequié, Poc¢des, Vitoria da
Conquista, Caetité e Contendas do Sincora, e outra na regido da Chapada
Diamantina, incluindo os municipios de Jacobina, Morro do Chapéu, Bonito,
Utinga, Lencgdis, Palmeiras, Seabra, Abaira, Rio de Contas, Ibicoara e Andarai, e
também uma coleta em Licinio de Almeida, totalizando 147 amostras (Tabela 1,
Figura 2).

Um espécime coletado em Licinio de Almeida foi depositado no Herbario

Alexandre Leal Costa (ALCB), do Instituto de Biologia da Universidade Federal da
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Bahia, com a numeragdo ALCB 116823. Folhas jovens de cada individuo foram

coletadas e armazenadas em silica gel até a extragdo do DNA.

Tabela 1. Caracterizagdo das populacBes de P. setacea analisadas no estudo: siglas, municipio,

namero de individuos por populacéo (N) e coordenadas geogréficas.

Sigla Municipio N Coordenadas geogréficas

LIC Licinio de Almeida 10 S14°34'59.9” W42°31'35.0”
AMA Amargosa 10 S12°39'28.0" W39°07°25.2”
JEQ Jequié 10 S13°15'50.7” W39°57°10.6”
POC Pocdes 10 S14°30°12.7” W40°21'23.3”
VIT Vitéria da Conquista 10 S$14°38'45.8" W40°27'21.3”
CAE Caetité 9 S$14°05°'19.2" W42°34'12.5”
CON Contendas do Sincora 10 S13°31'36.2" W40°34°09.5”
JAC Jacobina 10 S$11°06'54.5” W40°37'51.1”
MOR Morro do Chapéu 10 S11°32°15.3” W40°54'48.1”
BON Bonito 5 S11°58'40.2” W41°24°01.2”
UTI Utinga 5 S12°04'57.2” W41°08'32.2”
LEN Lengdis 5 S$12°26'55.0” W41°21°03.9”
PAL Palmeiras 5 S$12°25'07.3" W41°30'17.3”
SEA Seabra 5 S$12°26'36.9” W41°49'51.1”
ABA Abaira 8 S13°1510.9” W41°42'09.6”
RIO Rio de Contas 6 S13°3310.7” W41°50'51.3”

IBI Ibicoara 9 S13°25'27.1” W41°16'28.4”
AND Andarai 10 S12°54°13.2” W41°13'53.4”

TOTAL 147
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Figura 2. Localizagdo das populagbes de Passiflora setacea coletadas no estado da Bahia.

Autor: Cécil P. Fazolato.
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2.2 Extragéo do DNA

A extracdo do DNA foi realizada de acordo com o protocolo de Doyle e Doyle
(1987) adaptado para microtubos. Em seguida, foi realizada a purificacdo do DNA
extraido com protocolo adaptado por Patrocinio (2015, comunicacao pessoal)
descrito a seguir. Depois da ressuspensao do DNA com tampao TE, adicionou-se
200 pL de acetato de amonio a 7,5 M. As amostras foram incubadas no gelo por
15 minutos e posteriormente centrifugadas por 15 minutos a 8000 rpm. O
sobrenadante foi transferido para novos microtubos de 1,5 mL e adicionou-se 800
pL de etanol absoluto.

As amostras foram novamente centrifugadas por 10 minutos a 14000 rpm.
Posteriormente, foi feita uma lavagem com etanol 70%. O pellet foi ressuspendido
em 100puL tampao TE e 2uL de ribonuclease A e incubado a 37°C por uma hora.
O DNA ressuspendido foi armazenado a -20°C. A qualidade e a quantidade do
DNA extraido foram avaliadas através de gel de agarose 1% e em
espectrofotdmetro L-Quant (Loccus Biotecnologia).

2.3 Amplificacdo do DNA por marcadores SSR

Foram testados 55 primers, dos quais seis foram utilizados para analise
(Tabela 2) e os demais (Anexo 1) ndo foram utilizados devido ao padréo
monomorfico ou a ndo amplificacdo satisfatéria da regido SSR.

Foram realizados testes para a otimizacdo das condicbes de reacdo para
cada par de primers, incluindo a concentragdo dos componentes do mix, a
temperatura de anelamento dos primers (Tabela 2 e ANEXO ) e o numero de
ciclos (Tabela 3). As amplificacdes foram realizadas em um volume final de 15pL,;
para a concentracdo dos componentes ver Tabela 3. O programa constituiu em
uma desnaturacéo inicial de 94°C por 5 minutos e 30-35 ciclos (Tabela 3) de 94°C
por 45 segundos, 52-65 C (Tabela 2 e ANEXO [) por 45 segundos, 72°C por 1

minuto e extensao final de 6 minutos a 72°C.
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Tabela 2. Identificacdo dos loci de microssatélites utilizados, sequéncia dos primers, tamanho (em pares de bases), motivo, temperatura de anelamento

utilizada (TA) e referéncia.

Locus Sequéncia dos primers Tamanho Motivo TA Referéncia
(pb)
PEO8 F: CCGGATACCCACGCATTA 282 (GTTGTG), 56°C Oliveira
R: TCTAATGAGCGGAGGAAAGC (2006)
PEOQ9 F: GGAAATCCGAAAACTGGTTG 268 (AT)s5(AC)s 58°C Oliveira
R: GGGCCTTTATCCATGTTTGA (2006)
PE90 F: TCAGGAAGATTGCATGTTAGT 245 (AGC)s 60°C Oliveira
R: CTGGGTTTTGTTTATGTTGC (2006)
mPe-UNICAMP02 F: TCGAGTGAGATTGGCAGTG 165-171 (GT)s 58°C Cerqueira-
R: TTGGCTTCGAGGAGAAGAA Silva et al.
(2014a)
mPs-UNICAMPO05 F: TCGGTCTTCGTATTCAACTCTG 194-218 (CTs 61°C Cerqueira-
R: GAGGAACTGGCATCGCAT Silva et al.
(2014a)
mPs-UNICAMPO09 F: GGGCCGTTGTCAAAGTAGT 250-268 (AC), 61°C Cerqueira-
R: GAGGTTAAGGCAAGCACTG Silva et al.

(2014a)
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Tabela 3. Loci de microssatélites analisados e a respectiva concentracdo dos componentes do mix
de amplificagdo: MgCl,, primers, dNTPs, DNA, Taq Polimerase (U), e o ndmero de ciclos

utilizados.
Locus dNTP Tris/KCl MgCl, Taq Primer DNA Ciclos
(mM) X) (mM) V) (uM) (ng)
PEOS 0,15 1 15 1,0 0,3 9 35
PE09 0.2 1 15 1,0 0,2 12 35
PE90 0.2 1 25 1,0 0,2 12 30
mPe- 0.2 1 15 1,0 0,3 12 35
UNICAMPO2 ’ ’ ’ '
mPs- 0,15 1 15 1,0 0,3 9 35
UNICAMPO5 ’ ’ ’ '
mPs- 0,15 1 15 1,0 0,3 9 35
UNICAMPO9 ’ ’ ’ '

A visualizacdo dos produtos de PCR foi feita em gel de agarose 3%, em
tampéo TBE 1X (para checagem do padrédo de polimorfismo) e apdés em gel de
poliacrilamida 6% a 1600V e 60W, por duas horas, em tampdo TBE 1X, para
analise. Os fragmentos amplificados foram corados com nitrato de prata
(CRESTE et al., 2001).

2.4 Analise dos dados

O perfil genético de todos os individuos foi convertido em uma matriz de
alelos para marcadores SSR, através de leitura manual, na qual cada forma
alélica, em cada locus avaliado, foi codificada como um numero.

Através do programa GenAlEx 6.5 (PEAKALL e SMOUSE, 2012), foi
estimada a variabilidade genética dentro e entre as populacbes a partir dos
parametros: numero de loci (N), nimero de alelos exclusivos (NE), frequéncia de
loci polimérficos (P) e heterozigosidade média esperada (He), distancia genética
de Nei e identidade genética de Nei. Também foram calculados os indices de
diversidade de Shannon (l), através da formula: -1*Soma (pi * Ln (pi)), em que pi €

a frequéncia de cada alelo para a populacédo, e o indice de fixagdo (F), através da
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formula: (He - Ho)/He = 1 - (Ho/He). A estimativa da estruturacao genética (Fst),
e o fluxo génico estimado a partir do Nm =[(1 / Fst) -1] /4 foram calculados a patrtir
das frequéncias alélicas, também através do GenAlEx 6.5.

Para observar a ordenacdo dos dados, foi realizada a andlise de
Coordenadas Principais (PCoA) a partir das distancias genotipicas com 0 mesmo
programa. A analise Molecular de Variancia (AMOVA) foi baseada na matriz
obtida a partir da distancia genética de Nei no programa GenAlEx 6.5.

A andlise de agrupamento utilizando distancia genética de Nei entre as
populac@es e algoritmo Ward foi produzida através do software Past (HAMMER et
al., 2001).

A estimativa da distancia geografica (em quildmetros) entre as populacdes
foi calculada com base nas coordenadas GPS, através do site do Instituto
Nacional de Pesquisas Espaciais (INPE, 2016). Através do teste de Mantel
(realizado no programa Past), testou-se a correlacdo entre as matrizes de
distadncia genética ndo enviezada de Nei e de distancia geografica entre as
populacdes de cada municipio.

Para analisar a estrutura da populacéo utilizando uma abordagem bayesiana
foi utilizado o software Structure 2.3.4 (PRITCHARD et al., 2000). Considerou-se
K entre 1 e 5, sendo realizadas 10 corridas para cada valor de K, com 500.000
repeticobes em Cadeia de Markov Monte Carlo (MCMC) e periodo de burnin de
100.000. Os resultados foram analisados pelo site Structure Harvester (EARL e
HOLDT, 2012) para a obtencao do valor de Ak (EVANNO et al., 2005), para a
estimativa do niumero de grupos. Também foi realizada a analise da estrutura da
populacdo pelo programa Structurama (HUELSENBECK et al.,, 2011), com
500.000 repeticbes em MCMC.

Para andlise da diversidade haplotipica foi construida uma rede de
haplétipos com o programa Network 5.0.0.0 (FORSTER et al., 2016), utilizando o
método de Median-Joining (MJ), que produz minimum spanning trees e introduz
vetores médios que podem ser interpretados como haplétipos extintos ou nao
amostrados (BANDELT et al.; 1999), e pds-processamento utilizando a maxima
parcimbnia (MP) para eliminar os vetores médios em excesso (POLZIN et al,;
2003).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Variabilidade genética intrapopulacional e especifica

Dos 55 loci de SSR testados, 32 foram monomorficos, 17 ndo foram
satisfatoriamente amplificados, e seis foram selecionados para andlise por
apresentar padrdo polimorfico (Tabela 2 e Anexo |). Este baixo niumero de loci
polimérficos de SSR ja foi observado em outras espécies do género Passiflora, a
exemplo de P. cincinnata Mast. No estudo de variabilidade desta espécie foram
testados 25 primers, desenvolvidos para a prépria espécie, dos quais apenas sete
foram polimérficos (CERQUEIRA-SILVA et al., 2012). Os autores afirmaram que o
baixo numero de loci de SSR polimérficos parece ser uma caracteristica do
género Passiflora (CERQUEIRA-SILVA et al., 2012).

O numero de alelos por loci variou de dois (primers PEO8 e mPe-
UNICAMPO02) a cinco (primer mPs-UNICAMPO09 e PE90; Figura 3). Valores
semelhantes foram encontrados em outros estudos de diversidade genética no
género Passiflora com marcadores SSR (PADUA et al., 2005; CERQUEIRA-
SILVA et al., 2012; PAIVA, 2013; CERQUEIRA-SILVA et al., 2014a).
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Figura 3. Géis de poliacrilamida 6% mostrando produtos da amplificacdo das amostras de
Passiflora setacea. Amostras amplificadas com o primer PE 90. Marcador de peso molecular de
50 pares de bases. Aplicacdes 1 a 10: amostras de Contendas do Sincora, 11 a 19: amostras de
Caetité, 20 a 29: amostras de Jacobina, 30 a 38: amostras de Ibicoara, 39 a 48: amostras de

Morro do Chapéu.

No estudo de populacdes de P. alata de Sdo Paulo e Minas Gerais também
foram analisados seis loci polimorficos, com variacdo de dois a sete alelos em
cada um (PADUA et al., 2005). Paiva (2013) observou uma variacdo de dois a
cinco alelos por locus ao avaliar acessos de bancos de germoplasma de dez
espécies de Passiflora, dentre as quais P. setacea, utilizando 12 marcadores SSR
polimorficos, de um total de 28 testados. A autora sugeriu que os loci analisados

poderiam estar em regides bem conservadas, com pequena taxa de mutacgéo,
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para explicar o baixo numero de alelos por locus observado. Diversos genoétipos
de P. edulis, P. cincinnata e P. setacea foram avaliados com 31 primers
polimorficos, onde o nimero de numero de alelos por loci variou de dois a seis
(CERQUEIRA SILVA et al., 2014a).

A espécie apresentou elevado indice de diversidade de Shannon (I

D

0,493; Tabela 4), também detectado em estudo prévio com marcadores ISSR
RGA (1 = 0,51 e | = 0,34, respectivamente; PEREIRA et al., 2015a) revelando a

ocorréncia de grande diversidade genética em P. setacea.

Tabela 4. Valores médios dos parametros de diversidade genética para cada populacdo de
Passiflora setacea considerando todos os loci de SRR analisados: Niumero médio de alelos (Na),
Numero de alelos efetivos (Ne), Percentual de loci polimérficos (P), Heterozigosidade observada
(Ho), Heterozigosidade esperada (He), indice de diversidade de Shannon () e indice de Fixac&o.
LIC = Licinio de Almeida, AMA = Amargosa, JEQ = Jequié, POC = Pocbes, VIT = Vitéria da
Conquista, CAE = Caetité, CON = Contendas do Sincora, JAC = Jacobina, MOR = Morro do
Chapéu, BON = Bonito, UTI = Utinga, LEN = Lencois, PAL = Palmeiras, SEA = Seabra, ABA =
Abaira, RIO = Rio de Contas, IBI = Ibicoara, AND = Andarai.

Pop Na Ne P Ho He | F
LIC 2,333 1,933 100,000 0,600 0,451 0,699 -0,282
AMA 1,833 1,534 50,0000 0,317 0,224 0,368 -0,118
POC 2,500 1,919 83,33% 0,500 0,427 0,694 -0,160
JEQ 2,000 1,703 66,67% 0,400 0,301 0,481 -0,305
VIT 1,500 1,487 50,0000 0,467 0,247 0,343 -0,889
CON 1,667 1,475 50,0000 0,367 0,217 0,341 -0,575
CAE 2,667 1,858 100,000 0,352 0,385 0,670 0,269
JAC 1,667 1,412 50,0000 0,300 0,193 0,307 -0,415
IBI 2,500 2,071 66,67% 0,519 0,399 0,678 -0,290
MOR 1,833 1,598 50,0000 0,333 0,230 0,383 -0,402
BON 1,667 1,516 50,0000 0,433 0,253 0,377 -0,716
UTI 2,000 1,457 66,67% 0,333 0,237 0,402 -0,317
LEN 1,500 1,397 33,33% 0,333 0,180 0,273 -0,862
PAL 2,167 1,838 83,33% 0,367 0,407 0,621 0,070
SEA 2,333 1,737 8333% 0,500 0,367 0,610 -0,334
ABA 2,333 1,832 66,67% 0,381 0,329 0,568 -0,162
RIO 2,000 1,717 66,67% 0,500 0,331 0,519 -0,497
AND 2,167 1,734 8333% 0,350 0,335 0,537 0,058
MEDIA 2,037 1,679 66,67% 0,408 0,306 0,493 -0,268

As populacbes de P. setacea avaliadas apresentaram heterozigosidade

média observada (Ho) média de 0,408 e heterozigosidade esperada média (He)
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de 0,306 (Tabela 4). Em outros estudos de diversidade de P. setacea, com
acessos mantidos em bancos de germoplasma, utilizando marcadores SSR,
foram encontrados valores médios de Ho = 0,25 e He = 0,36 (CERQUEIRA-SILVA
et al., 2014a), e Ho = 0,34 e He = 0,41 (CERQUEIRA-SILVA et al., 2014b),
indicando moderada a alta variabilidade.

Os valores de Ho foram superiores aos de He na maior parte das
populacBes analisadas, exceto para as populacdes de Caetité e Palmeiras,
indicando um excesso de heterozigotos. Este excesso de heterozigotos indica que
estas populacdes nao se encontram em equilibrio de Hardy-Weinberg, revelando
a presenca de fatores evolutivos atuando sobre as mesmas, como a
recombinacdo genética resultante de fecundacao cruzada. O indice de fixacdo (F)
foi negativo para quase todas as populacdes e o valor médio foi de -0,268. No
estudo de 42 acessos de P. setacea do banco de germoplasma da Embrapa
Mandioca e Fruticultura e UESB, com marcadores SSR (CERQUEIRA-SILVA et
al., 2014b), foram observados valores de F mais elevados (0,28). Tal diferenca
pode ser atribuida ao fato de as amostras analisadas no presente estudo serem
provenientes de populacdes naturais, e as amostras do estudo citado serem
provenientes de acessos de bancos de germoplasma.

Estudos utilizando marcadores SSR em outras espécies de Passiflora tém
relatado altos indices de heterozigosidade — P. alata (Ho=0,37; He=0,52; PADUA
et al., 2005), P. cincinnata (Ho=0,52; He=0,52; CERQUEIRA-SILVA et al., 2012),
P. edulis (Ho=0,52; He=0,54; OLIVEIRA et al., 2005), Passiflora spp. (H0o=0,52;
He=0,57; PAIVA, 2013) — demonstrando que esta é uma caracteristica do género.

Os altos indices de heterozigosidade em P. setacea podem estar
relacionados a ocorréncia de mecanismos de auto-incompatibilidade (PEREIRA et
al., 2015a). Estudos visando identificar mecanismos de autoincompatibilidade em
maracujazeiros, utilizando P. edulis Sims., sugeriram que a autoincompatibilidade
gue ocorre na espécie € homomorfica esporofitica (BRUCKNER et al., 2005),
devido ao fato de o ser estigma seco e a superficie estigmatica ser o sitio de
reconhecimento do pdélen, ndo havendo modificacdes florais relacionadas (HO e
SHII, et al., 1986). A rejeicdo de um grao de podlen incompativel é caracterizada
por mudancas estruturais drasticas, tanto no pélen e como no tubo polinico
(MADUREIRA et al., 2014). Apesar de o tipo de autoincompatibilidade P. setacea

ainda nao ter sido esclarecido, € possivel que seja semelhante ao de P. edulis.
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As populacbes de Licinio de Almeida e Caetité apresentaram os valores
mais altos de diversidade (P = 100%, | = 0,699; P = 100%, | = 0,67,
respectivamente; Tabela 4), enquanto a populacdo de Lengois (P = 33,33%, | =
0,273) foi a Unica que apresentou baixos indices de polimorfismo. As demais
populagcBes apresentaram niveis de variabilidade que variaram de alto (83,3%) a
moderados (50%). O indice médio de polimorfismo entre as populagbes de P.
setacea foi 66,67%, considerado moderado.

Estes valores foram mais altos que os detectados para outras populacdes
de P. setacea da Bahia analisadas com os marcadores ISSR (Regido entre
sequencias simples repetidas; ZIETKIEWICZ et al., 1994) e RGA (Analogos de
Genes de Resisténcia; para marcadores RGA em Passiflora ver PAULA et al.,
2010), onde os indices de polimorfismo médio foram 59% e 55%,
respectivamente, variando entre 46% (37% para marcadores RGA) e 73% entre
as populacdes (PEREIRA et al., 2015a). Marcadores codominantes, como 0s
SSR, tém maior poder de detecc¢éo da diversidade genética devido a sua natureza
multialélica e alta reprodutibilidade, em relagdo aos marcadores dominantes
(POWELL et al., 1996). Os marcadores RGA, apesar de codominantes e bastante
Uteis em estudos da estrutura e diversidade genética de plantas cultivadas,
podem ter menor poder discriminatorio que os marcadores SSR (REN et al.,
2013). Além das diferencas entre os tipos de marcadores utilizados, as
populacdes analisadas por Pereira et al (2015a) sdo todas da regidao sul do
estado, proximas da fronteira com o estado de Minas Gerais, coincidindo com o
presente estudo apenas as populacdes de Vitéria da Conquista e Licinio de
Almeida.

Os baixos indices de diversidade observados na populacdo de Lencois ndo
eram esperados, uma vez que esta populacdo encontra-se em uma regiao
bastante preservada, em uma area de preservacdo ambiental. Desta forma, entre
as causas provaveis deste baixo polimorfismo, pode-se inferir o baixo niamero de
individuos analisados (n = 5) ou aos efeitos da deriva genética, considerando-se a
possibilidade desta populacdo ter baixo nimero de alelos devido ao efeito
fundador. Uma populacdo originada a partir de poucas sementes pode ter
variabilidade genética inferior a da populacado original (LOVELESS e HAMRICK,
1984). No entanto, esta possibilidade é apenas hipotética, ndo tendo sido avaliada

em campo no presente estudo. A acdo antrOpica pode ter influenciado a
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diversidade genética de P. setacea, uma vez que grande parte das populacdes
coletadas se encontrava em areas antropizadas, como bordas de estradas. A
diminuicdo do tamanho das populacbes de P. setacea ja foi associada a
atividades humanas, como a transformacdo das areas de ocorréncia natural da
espécie em pastagens (PEREIRA et al.,, 2015a). Em pequenas populacdes de
plantas pode haver reducdo da diversidade genética por deriva génica,
relacionada a perda de heterozigosidade e eventual fixacdo de alelos
(ELLSTRAND e ELAM, 1993).

3.2 Andlise de estruturacao genética

Pela analise molecular de variancia (AMOVA) constatou-se grande
diversidade entre as populacdes (45%), apesar do maior percentual de variancia
detectado dentro das populacbes (55%; Figura 5 e Tabela 5). A AMOVA de
populacbes de P. setacea analisadas com marcadores ISSR e RGA revelou
resultados semelhantes, com indice de variagéo intrapopulacional de 57 e 56%,
respectivamente (PEREIRA et al., 2015a). Um percentual de variacdo semelhante
foi observado em P. alata, cujas populacbes foram avaliadas com marcadores
RAPD (42,56% entre populacdes e 57,44% dentro das populacdes) e considerou-
se que as populagdes, definidas por localidade, estavam geneticamente
estruturadas (LOSS et al., 2006).

Figura 5. Grafico mostrando o percentual de variancia molecular dentro e entre populac¢des de P.

setacea do estado da Bahia amplificadas com marcadores SSR.
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Tabela 5. Andlise de variancia molecular (AMOVA) intra e interpopulacional das populagdes de
Passiflora setacea.

Fonte de variagéo GL SQ Var. est. Var. (%) P
Entre Populacfes 17 187,306 1,175 45% (<0,001)
Dentro das Populacdes | 129 188,225 1,459 55% (<0,001)
Total 146 375,531 2,635 100%

GL= graus de liberdade; SQ= Soma do quadrado dos desvios; Var. est. = variacdo estimada; Var
(%) = percentagem de variacdo; p = probabilidade (valor baseado em 999 permutacdes).

O valor obtido do coeficiente de divergéncia genética médio entre as
populacdes, Gg, foi de 0,221, o que indica um alto nivel de diferenciacdo genética,
por estar entre 0,151 e 0,250 (YEH, 2000). Altos valores de Gg também foram
detectados em outros estudos de diversidade de P. setacea com marcadores
SSR (Gs; = 0,36; CERQUEIRA-SILVA et al., 2014a), e marcadores ISSR e RGA
(Gst = 0,38 e Gs; = 0,42 respectivamente; PEREIRA et al., 2015a). Apesar destes
altos indices, ndo foram observados alelos exclusivos em nenhuma populacéo.
Considerando que os estudos relacionados foram realizados com populacdes do
estado da Bahia, pode-se considerar que a espécie apresenta alto nivel de
estruturacdo genética no estado.

A variabilidade genética das populacbes resulta da acdo conjunta de
fatores como mutacao, migracao, selecao e deriva génica, que operam dentro do
contexto historico e bioldégico de cada espécie de planta. A dispersédo de pdlen e
das sementes determinam o fluxo génico entre populacdes (LOVELESS e
HAMRICK, 1984), apresentando papel fundamental em relacdo a estruturacéo
populacional. Em P. setacea o fluxo génico detectado foi moderado (1,179;
estimado a partir do Fst), condizente com a alta estruturacdo das populacoes.
Estudos de diversidade de P. setacea da Bahia com marcadores ISSR e RGA
indicaram baixo nivel de fluxo génico (ISSR = 0,86 e RGA = 0,68
respectivamente; PEREIRA et al., 2015a).

Os principais polinizadores de P. setacea sdo os morcegos, tendo como
caracteristicas relacionadas a sindrome de polinizacdo pétalas alvas e corona de
filamentos bandeados de branco e azul, curto periodo de antese, grande

guantidade de pdlen associado ao grande numero de anteras. No entanto,
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ocasionalmente alguns invertebrados também podem ser responsaveis pela
transferéncia de polen entre individuos desta espécie (FERREIRA, 2013). A
importancia dos morcegos como agentes polinizadores é definida com base na
frequéncia de visitacdo por inflorescéncia e na sua capacidade de promover
cruzamentos a longa distancia (MARTINS e GRIBEL, 2007).

Além de transportar grandes quantidades de pélen de multiplos gendtipos,
0S morcegos muitas vezes movem polen através de distancias substanciais entre
as plantas, aumentando o fluxo génico e reduzindo os niveis de subdivisdo
genética entre populacdes de plantas (FLEMING et al., 2009). Desta forma,
esperava-se niveis mais altos de fluxo génico e menor estruturacdo populacional
em P. setacea. E possivel que estes baixos niveis estejam relacionados ao
declinio das populacdes das espécies de morcegos polinizadoras, no entanto sdo
necessarios mais estudos para investigar esta hipotese. Mariposas também foram
apontadas como possiveis polinizadores de P. setacea (JUNQUEIRA et al.,
2005).

Outra possibilidade de fluxo génico entre populacdes de plantas se da
através da dispersdo das sementes. As sementes de P. setacea sdo de tamanho
reduzido em relacdo a outras espécies do género e perdem rapidamente a
capacidade de germinacdo (OLIVEIRA e RUGGIEIRO, 2005). Entretanto,
induzindo-se a dorméncia podendo permanecer viaveis por até trés meses
(MELETTI et al., 2002; PADUA et al., 2011). Devido ao sabor agradavel dos frutos
€ provavel que a dispersdo de sementes de P. setacea seja zoocorica (OLIVEIRA
e RUGGIEIRO, 2005), o que favoreceria a ocorréncia de um fluxo génico mais
intenso. As passifloras, de forma geral, sdo consumidas e dispersadas por aves
(FEUILLET e MACDOUGAL, 2003; SHIELS e WALKER, 2003; MENDIONDO e
GARCIA, 2006) e pequenos mamiferos (FEUILLET e MACDOUGAL, 2003), a
exemplo de gambéas (WILLIAMS e BUXTON, 1995; CACERES e MONTEIRO-
FILHO, 2007; ALVES-COSTA e ETEROVICK, 2007), ratos (WILLIAMS e
BUXTON, 1995), saguis e coatis (ALVES-COSTA e ETEROVICK, 2007), e micos
leGes dourados (LAPENTA et al.,, 2008). No entanto, devido a auséncia de
informacBes mais precisas sobre o agente dispersor de P. setacea e que muitas
aves e mamiferos silvestres do Brasil tém tido suas populacfes reduzidas e
encontram-se ameacados de extin¢cdo, ndo € possivel inferir sobre sua influéncia

em relacdo ao fluxo génico da espécie.
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Devido a mobilidade limitada das plantas, a estrutura genética das suas
populagcBes pode estar relacionada a estrutura espacial, que, em alguns casos,
pode apresentar distribuicdo aleatéria, como resultado de heterogeneidade
ambiental e da presséo de selecéo diferencial (LOVELESS e HAMRICK, 1984). A
fragmentacdo de habitat pode apresentar efeitos importantes sobre a diversidade
de populacgbes, a medida em que aumenta o isolamento espacial, podendo levar
ao aumento da divergéncia genética interpopulacional (YOUNG et al., 1996),
especialmente quando ocasionado por atividades humanas antrépicas (HAO et
al., 2006).

3.3 Analise de padrdes genéticos

A analise de coordenadas principais (PCoA) foi a primeira a ser realizada
para deteccdo dos padrdoes de agrupamento das populacdes de P. setacea da
Bahia. No entanto, ndo foi possivel observar a formacdo de grupos distintos
(Figura 4), ndo tendo sido esta andlise eficiente em determinar o padrdo de
agrupamento das populacbes de P. setacea. Os eixos 1 e 2 explicaram a maior
parte da variagao — 47,29 % e 16,96 %, respectivamente — apesar de nao ter sido
possivel diferenciar grupos. Observou-se que as populacdes de Pocbes e de

Andarai foram as que tiveram distribuicdo mais dispersa.
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Figura 4. Analise de Coordenadas Principais (PCoA) dos individuos de P. setacea analisados,
realizada a partir da matriz de distancias genotipicas, obtida a partir de dados de SSR. Obs.: Para
a sigla das populag@es consulte a Tabela 1.
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A PCOA, descrita por Gower (1966), € um método de ordenagdo em que as
distancias entre os pares de dados sao representadas graficamente a partir de
alguma medida de distancia escolhida. Os valores das coordenadas garantem
gue os pontos terdo o espacamento desejado (PIELOU, 1984). No entanto, como
meétodo exploratorio, a PCoA ndo se mostrou eficiente neste trabalho para a
identificacdo preliminar de grupos a partir da distancia genética de Nei.

A segunda analise, de inferéncia bayesiana, realizada pelo programa
Structure revelou que o valor mais provavel de Ak = 2 (Figura 6), sugerindo a
existéncia de dois pools génicos nas populacdes de P. setacea do estado da
Bahia.

Deltak = mean(jL"(X)]) / sd{Li{K))

Delta K

20 25 30 35 a0
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Figura 6. Gréfico de variacdo do Delta K da estimativa da estruturacdo genética das populagbes
de P. setacea analisadas com marcadores SSR.

Devido aos resultados conflitantes das anéalises de PCoA e inferéncia
bayesiana, e considerando a limitagdo técnica do programa Structure, que parte
da premissa da existéncia de dois grupos e nao permite a detec¢do de apenas um
unico pool génico, foi realizada outra analise no programa Structurama, que
possui potencial de analise mais acurado. Esta segunda andlise também indicou
mais provavel a existéncia de dois grupos genéticos em P. setacea, com 57% de
probabilidade, sendo a probabilidade de existiram trés grupos de 42%, e a de
existirem quatro grupos genéticos de apenas 1%, corroborando os resultados

prévios obtidos no programa Structure.
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Considerou-se, desta forma, como vélidos os resultados da andlise de
inferéncia bayesiana, que demonstrou a existéncia de dois pools génicos
distintos, um ocorrendo nas populacdes de Licinio de Almeida, Amargosa, Jequié,
Vitéria da Conquista, Contendas do Sincora, Jacobina, Morro do Chapéu, Bonito,
Utinga, Lencdis, Seabra e Andarai, e outro presente nas populacdes de Pocoes,

Caetité, Ibicoara, Palmeiras, Abaira e Rio de Contas (Figura 7).
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Figura 7. Gréfico da estimativa da estruturacéo genética das populacdes de P. setacea, estimada
a partir de dados de SSR, no software Structure (K = 2). As popula¢cBes estdo delimitadas por
linhas verticais. LIC = Licinio de Almeida, AMA = Amargosa, JEQ = Jequié, POC = Pocdes, VIT =
Vitéria da Conquista, CAE = Caetité, CON = Contendas do Sincora, JAC = Jacobina, MOR =
Morro do Chapéu, BON = Bonito, UTI = Utinga, LEN = Leng0dis, PAL = Palmeiras, SEA = Seabra,
ABA = Abaira, RIO = Rio de Contas, IBI = Ibicoara, AND = Andarai..

Estes grupos coincidiram com os grupos formados pela andlise fenética
baseada na distancia genética de Nei e algoritmo Ward (descrita a seguir), com
excecdo da populacdo de Contendas do Sincora, que ocorreu no outro grupo. Os

dois grupos serao discutidos a partir das analises a seguir.

3.4 Distancia genética e analise fenética

As populacbes de P. setacea apresentaram uma distancia genética média
de Nei de 0,15, condizente com o esperado para populacdes coespecificas. O
maior valor de distancia observado foi de 0,620 entre as populacdes de Caetité e
Lencois, e o menor valor de distancia observado foi igual a zero, entre as
populagbes de Jequié e Bonito, Utinga e Lencois, Utinga e Jacobina, Pocgbes e
Palmeiras, Morro do Chapéu e Lencgois, Morro do Chapéu e Utinga, Jacobina e

Lencais, Jacobina e Morro do Chapéu, Amargosa e Andarai (Tabela 6).



Tabela 6. Matriz de Distancia genética de Nei (abaixo da linha diagonal) e Identidade genética de Nei (acima da linha diagonal) para cada populacéo de

Passiflora setacea considerando todos os loci de SSR analisados. LIC = Licinio de Almeida, AMA = Amargosa, JEQ = Jequié, POC = Pogbes, VIT = Vitdria
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da Conquista, CAE = Caetité, CON = Contendas do Sincora, JAC = Jacobina, MOR = Morro do Chapéu, BON = Bonito, UTI = Utinga, LEN = Lencois, PAL =

Palmeiras, SEA = Seabra, ABA = Abaira, RIO = Rio de Contas, IBI = Ibicoara, AND = Andarai.
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A andlise fenética utilizando a distancia genética ndo enviezada de Nei
entre as populacdes e o método de Ward mostrou a existéncia de dois grandes
grupos, um formado pelas populacdes de Abaira, Rio de Contas, Ibicoara,
Pocdes, Palmeiras, Contendas do Sincora e Caetité (grupo I) e o grupo Il pelas
populacdes de Andarai, Licinio de Almeida, Seabra, Lencdis, Amargosa, Utinga,
Jacobina, Morro do Chapéu, Vitéria da Conquista, Jequié e Bonito (Figura 8).
Estes grupos coincidiram com os grupos indicados pela analise de pools génicos
realizada no programa Structure, com uma Unica excecdo, a populacdo de

Contendas do Sincora que mudou de grupo.
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Figura 8. Dendograma produzido pelo método de Ward, obtido a partir da distancia genética ndo
enviezada de Nei entre as populacdes de P. setacea, utilizando dados de marcadores SSR. As
cores das siglas das populagfes indicam o grupo genético detectado pela andlise de inferéncia
bayesiana no programa Structure. LIC = Licinio de Almeida, AMA = Amargosa, JEQ = Jequié,
POC = Pog0es, VIT = Vitdria da Conquista, CAE = Caetité, CON = Contendas do Sincord, JAC =
Jacobina, MOR = Morro do Chapéu, BON = Bonito, UTI = Utinga, LEN = Lencois, PAL =
Palmeiras, SEA = Seabra, ABA = Abaira, RIO = Rio de Contas, IBI = |bicoara, AND = Andarai.

N&ao foi observada uma forte estruturacdo geografica no agrupamento das
populacdes de P. setacea, embora a maior parte das populacées do grupo | se

localize na porgao sul da distribuicdo no estado.
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O teste de Mantel realizado a partir da matriz de distancia genética de Nei
ndo enviezada e distancias geograficas entre os municipios, resultou em um
coeficiente de correlagdo de Pearson (R) = 0,1067, com p = 0,1848, indicando
gue ndo ha correlacdo entre as distancias genética e geografica entre as
populacdes de P. setacea. Um estudo de diversidade populacional em P. setacea
com marcadores ISSR e RGA no estado da Bahia realizado anteriormente
também detectou auséncia de correlacdo entre as distancias genéticas e
geogréficas (PEREIRA et al., 2015a).

A maior parte das populacbes estudadas localizam-se na regido do
Espinhaco (SECRETARIA DE MEIO AMBIENTE DO ESTADO DA BAHIA, 2014),
uma cadeia de serras que se estende desde o estado de Minas Gerais até a
Bahia numa extensdo de 1200 km longitudinalmente (ABREU, 1995),
compreendendo a regido da Chapada Diamantina. Nesta regido podem ser
encontradas barreiras geograficas que podem impedir o fluxo génico, promovendo
a diferenciacdo entre as populacbes (PEREIRA et al., 2015a). Em regides
montanhosas, como a Cadeia do Espinhaco, é provavel que varios grupos
tenham um padréo de diferenciacdo semelhante, influenciado principalmente pela
sazonalidade climética (RIBEIRO, 2011).

Entretanto, neste estudo nao foi possivel observar um padrao de
distribuicdo das populacdes em relacdo aos tipos climaticos, pois populacdes
localizadas em areas com padrdo climatico semelhante ndo apresentaram maior
semelhanca genética. De acordo com a Classificacdo de Koppen-Geiger
(ALVARES et al., 2013), no grupo |, quatro populacdes (Palmeiras, Abaira, Rio de
Contas e lbicoara) ocorrem em clima Aw (tropical com verdo seco), duas
(Contendas do Sincora e Pocbdes) sdao encontradas em clima BSh (seco, semi-
arido de baixa latitude e altitude) e uma (Caetité) em clima As (tropical com
inverno seco). Igualmente no grupo Il, a maior parte das populacdes também
encontra-se em clima Aw (Jacobina, Seabra, Andarai, Lencdis, Jequié, Vitéria da
Conquista e Amargosa), seguida por trés populacdes em clima BSh (Utinga,
Bonito e Morro do Chapéu), e uma em clima As (Licinio de Almeida). Um aspecto
a ser ressaltado em relacdo a esta observacdo é que as duas populacdes com

maior diversidade genética sdo as Unicas encontradas em clima As.
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3.5 Diversidade haplotipica

Foram identificados 73 haplotipos, sendo 51 perfis haplotipicos Unicos e
oito compartilhados por individuos de populacdes distintas (Figura 9).

O grupo Il (identificado nas andlises fenética e de inferéncia bayesiana)
apresentou mais haplétipos compartilhados por populacdes distintas (H48, H59,
H68, H69), que o grupo I, e isso pode estar relacionado ao fato de as populacdes
do grupo Il apresentarem distancias genéticas menores entre si (Figura 8 e
Tabela 6).

A distribuicdo dos haplétipos tende a um maior agrupamento das
populacdes com base nas distancias genéticas, a partir dos grupos definidos
previamente a partir das analises fenética (Figura 8) e de estruturacédo genética,
pois se observa maior concentracdo das populacdes do grupo | a esquerda e do

grupo Il a direita (Figura 9).
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Figura 9. Rede de haplétipos obtida com base no método de Median-Joining para as populacdes
de Passiflora setacea, a partir de dados de SSR. Os grupos foram definidos com base na analise
de agrupamento a partir das distAncias genéticas de Nei. Populagbes com a mesma cor
encontram-se Nos mesmos grupos minimos determinados pela andlise fenética. LIC = Licinio de
Almeida, AMA = Amargosa, JEQ = Jequié, POC = Pogbes, VIT = Vitdria da Conquista, CAE =
Caetité, CON = Contendas do Sincora, JAC = Jacobina, MOR = Morro do Chapéu, BON = Bonito,
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UTI = Utinga, LEN = Lengdis, PAL = Palmeiras, SEA = Seabra, ABA = Abaira, RIO = Rio de
Contas, IBI = Ibicoara, AND = Andarai.

O elevado numero de haplétipos exclusivos e o baixo numero
compartilhado por populagbes distintas esta relacionado a grande estruturacao
detectada entre as populagcbes de P. setacea, possivelmente devido a
mecanismos que dificultam o fluxo génico entre as populagdes, como abordado
anteriormente, tais como as barreiras geograficas (PEREIRA et al.,, 2015a) e
fragmentacdo de hébitats pela acdo antropica (HAO et al., 2006).

Os haplétipos que ocorrem nas populagées do grupo Il apresentaram, de
forma geral, mais interac6es que os haplétipos que ocorreram nas populacdes do
grupo |, sendo o haplotipo H48 com maior numero de interagdes. Essas
observacdes nos permitem sugerir um possivel surgimento anterior do grupo II,

gue posteriormente teria se diversificado e originado o grupo I.

4 CONSIDERACOES FINAIS

Passiflora setacea do estado da Bahia apresenta grande diversidade
genética e significativa diferenciacédo interpopulacional, 0 que somado as suas
diversas caracteristicas de interesse agrondmico a caracteriza como um
importante recurso genético nativo do estado. As suas populacdes, de forma
geral, apresentam polimorfismo moderado, se dividindo em dois grandes grupos
genéticos, um que abrange as populacdes ao sul da area de ocorréncia no estado
e 0 outro as demais populacdes. Apesar desta aparente separacdo geografica,
nao foi observada correlacdo entre as distancias genéticas e geogréficas, sendo
provavelmente a deriva genética o fator evolutivo mais atuante, neste momento,
sobre as populacfes da espécie.

Desta forma, recomenda-se que para uma efetiva preservacao dos
recursos genéticos de P. setacea sejam selecionados acessos de diferentes
populacdes, pertencentes aos dois grupos genéticos, para o incremento de
bancos de germoplasma da espécie. Neste sentido, sugere-se coletas
especialmente nas populacbes de Licinio de Almeida e Caetité, de grupos

distintos e que apresentaram os maiores niveis de variabilidade genética. Outra
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populagcdo apontada em outros estudos como fonte de recursos genéticos para a
espécie é Vitoria da Conquista (PEREIRA et al., 2015a,b). Esta populacédo foi a
Gnica a apresentar alelo uUnico, em um estudo com ISSR, o que indica a
necessidade de se empreender esforcos para a sua conservagdo, uma vez que
se encontra em regido bastante antropizada (PEREIRA et al., 2015a). Os frutos
desta populacdo também apresentaram caracteristicas apropriadas para
utilizacdo industrial, como o rendimento da polpa e a proporcdo de sélidos
soluveis totais (PEREIRA et al., 2015b).

Tais populacbes, e também outras populacbes com alto polimorfismo
genético, a exemplo de Poc¢des, Seabra e Andarai, também podem ser utilizadas
tanto em programas de melhoramento genético das espécies comercialmente
exploradas, P. edulis e P. alata, como fonte de resisténcia a pragas (FISCHER et
al., 2005; JUNQUEIRA et al., 2005; OLIVEIRA e RUGGIEIRO, 2005; SANTOS et
al., 2005; BRAGA et al., 2006; Capitulo 1).
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Identificacdo dos loci de microssatélites testados, ndo utilizados, sequéncia dos primers, tamanho (em pares de bases), motivo,

temperatura de anelamento utilizada (TA) e referéncia bibliografica.

Locus Sequéncia dos primers Tamanho Motivo TA Polimorfismo Referéncia
(pb)

PEO2 F: GGGACGACAATCAAGTGAGG 215 (TG), 60°C Monomorfico Oliveira
R: CCCAAACTATGCAACACCAA (2006)
PEO4 F: ATGCTTTTGGAAATCCGTTT 235 (TG)o 60°C Nao Oliveira
R: TGCTCATGCAAAGTCACTGG amplificou (2006)
PE10 F: AACCTTGATCTCCAGCCTAT 234 (GA)34 60°C Monomérfico Oliveira
R: GTTTTCGCCCGCGTATT (2006)
PE13 F: AAGCACCCCAATCGTTGA 172 (GT)e 56°C N&o Oliveira
R: CCCCCTGCCACCTGAGTA amplificou (2006)
PE14 F: TGGTGTTGCTGAATTTCATTT 245 (GA)2; 60°C Nao Oliveira
R: TACGCGCCTAGCGTATTCTT amplificou (2006)
PE15 F: ACCGTTAAATCCAAGCAAGT 204 (CTTTAGC)s 60°C Monomorfico Oliveira

R: AAATGCAAAAGAATGATATGTTA

(2006)




PE16

PE17

PE18

PE19

PE20

PE21

PE23

PE26

F: CGCATGTTGTTTTCCTTCTG
R: CAGTCCAAAGCTCGTTCTCC

F: ACTTCGTTGGTATGCACTTG
R: CATAGAATGCAAGGGTTCACA

F: CCGTGAACCAACCATTTCTC
R: CCGTGAACCAACCATTTCTC

F: TTAACAGGACTTAGCACTTGA
R: CTCATCCTTCCATCTTTG

F: AGGATCACCATAGAAAACCAT
R: GTTAGGTTGGCATTGCTCTT

F: CCCGGAAGATTGGTCGTA
R: ATCCAATGGCAGGAAGGTC

F: CAATCCCTTGACCCATAGA
R: CGTCCATCCTTCTCCTTT

F: GCTTTTCATATTTCGGGTTG
R: TTGCTTGAGTTTGGAGGAGGAAG

240

295

220

245

242

237

206

277

(TG)2s

(AC)2

(TG)o

(CA)1a

(AAAC),

(G5

(GA)so

(TG)17

60°C

56°C

56°C

52°C

58°C

60°C

56°C

60°C

Monomérfico

Monomérfico

Néo
amplificou

Monomorfico

Monomorfico

N&o
amplificou

N&o
amplificou

Monomérfico

Oliveira
(2006)

Oliveira
(2006)

Oliveira
(2006)

Oliveira
(2006)

Oliveira
(2006)

Oliveira
(2006)

Oliveira
(2006)

Oliveira
(2006)
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PE28

PE29

PE35

PE37

PE38

PE41

PE42

PES58

F: GCCACTAACGTTAATGTGCT
R: CAAGCTCTTATTATTAGGCATCCA

F: CGGATGAAGGCTCGTCTTT
R: CGGCACACTCACCTCTCC

F: ATTATGCCTAAAAACCCAAA
R: TGATCCAGAGGTTGAGAGG

F: CAAAAGGATAGGCCTGATGTC
R: TGCTTGGTCATCCACTGAAG

F: GATCGGTCCTCGGTTAGAC
R: AGTCACACAGCATGAGAAATC

F: ATCGGGGTTCGCTTATTTG
R: CGTTCATCCTTTAGTGGGCTA

F: GTCACTTCATTCTTCCTTTCC
R: TTAGCCCACTCAAACACAA

F: GCAATTTCACCATCTTCTGCT
R: GCAATTTCACCATCTTCTGCT

243

314

225

232

215

220

216

243

(CTMse

(AG)13

(CA)s

(TG)s

(TG)s

(TTAA)s

(GT)s

(AC)11

60°C

60°C

60°C

58°C

60°C

61°C

60°C

56°C

N&o
amplificou

Monomérfico

Nao

amplificou

Monomorfico

Monomorfico

Monomérfico

Nao

amplificou

Monomérfico

Oliveira
(2006)

Oliveira
(2006)

Oliveira
(2006)

Oliveira
(2006)

Oliveira
(2006)

Oliveira
(2006)

Oliveira
(2006)

Oliveira
(2006)
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PES9

PEG4

PE74

PE88

AO7FP1

AO8FP1

mPc-UNICAMPO2

mPc-UNICAMPO4

F: GAACACTTCGCATGGCTAGA
R: TTCCGAATCAAACCGTAACT

F: ATCAATTACGCACCCCAAAC
R: GGAACGTCAATCAAGTGAGGA

F: CCCTCTTATCAATAGCGTTGG
R: GCACGAGCACGAGTATTTATT

F: CTTCAGGGTCACACACATT
R: GTTCATCCTTTAGTGGGCT

F: GGAAGTGAAGGAGAAGAAGA
R: CCCTCTGGTTGTCTACCTAC

F: CACATTTGCCGTCACTGG
R: CGGCATACGATAAATCTCCTG

F: CATTTCAAAGCGTGGTTCT
R: AAGCGCCATGGTTTACAG

F: ATGACAACGTGGTTAGGGAA
R: CACGCGTGTGTGGAAATAC

276

228

215

293

153-159

190-205

180 - 184

270 - 340

(ATCTA);

(AC)s

(ATCACA)s

(TTAA).

(AAG)o

(TG)o

(TCC)4

(AC)16(AT)4

59°C

56°C

56°C

60°C

56°C

58°C

62°C

58°C

Monomérfico

Monomérfico

Nao

amplificou

Monomorfico

Monomorfico

Monomérfico

Monomérfico

N&o
amplificou

Oliveira
(2006)

Oliveira
(2006)

Oliveira
(2006)

Oliveira
(2006)

Padua et al.

(2005)

Padua et al.

(2005)

Cerqueira-
Silva et al.
(2012)

Cerqueira-
Silva et al.
(2012)
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mPc-UNICAMPO6

mPc-UNICAMP10

mPc-UNICAMP15

mPc-UNICAMP19

mPc-UNICAMP20

mPe-UNICAMP15

mPs-UNICAMPO1

mPs-UNICAMPO2

F: AAGCACCGTAGCAGACTCAAC
R: TTCTCAGGTGACAGGGGAAC

F: GGCGATCAACCAGCACTAC
R: CCTGAGAAACCGGATGAAG

F: GCACGTCAGTGGGTTTTACA
R: AGTCCTGTGCTGGGCAGTT

F: ACGAGACAGAATTTCACCGG
R: AAGCTCAGATCTCCATGGACA

F: CGAGAAGATTCTGTAAGCAGGC
R: GCATTATCTCGGTGTGATGGT

F: CATTCCTCACCCTCACGAA
R: TGGTTGTGTGGTTTGTGCTT

F: TAGCTTAACACAATGCAACAGA
R: CAACGGAGAACGATGTCAG

F: TAGCTTAACACAATGCAACAGA
R: CAACGGAGAACGATGTCAG

230 — 252

230

161

109

141

253

153-154

154-156

(TG)e(TG)s(TG)r

(GAG)s

(AC)4

(GAGC);

(TG)a

(AC)s

(TG)s(TG)s

(TG)s(TG)s

57°C

58°C

58°C

59°C

60°C

58°C

55°C

58°C

Monomérfico

Nao

amplificou

Monomoérfico

Monomorfico

Monomorfico

Nao

amplificou

Monomérfico

Monomérfico

Cerqueira-
Silva et al.
(2012)

Cerqueira-
Silva et al.
(2012)

Cerqueira-
Silva et al.
(2012)

Cerqueira-
Silva et al.
(2012)

Cerqueira-
Silva et al.
(2012)

Cerqueira-
Silva et al.
(2014b)

Cerqueira-
Silva et al.
(2014b)

Cerqueira-
Silva et al.
(2014b)
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mPs-UNICAMPO6

mPs-UNICAMP10

mPs-UNICAMP11

mPs-UNICAMP12

mPs-UNICAMP13

mPs-UNICAMP14

mPs-UNICAMP15

mPs-UNICAMP16

F: GTTGGATCAAAGGGTCACA
R: CAACTACTGGATCGAACTGGTA

F: ACTCTCACCTCAATCGACC
R: AATTGTTACTCCGTTTCTCTGA

F: CAGACGTTGTGTTTTGGTAAT
R: TCAGGTTAGGAAGCTGCATC

F: ACAGGGGTGAGGCACATACA
R: GTAGTGCGTGGCTTGGGTAG

F: CCTATACCTGCCCAGTCAGC
R: ACTTAAGCACCCCAATCGTT

F: CGTTCATAAGTGAATCAGTCAA
R: GGATCGACAAACAAAGGTAGA

F: TATGGAGTTGCGAGGCTTTAG
R: CGGGCAACGAACACTTTATT

F: GAGAAAGCGAGTCAGCGAGA
R: GACTCCAATATCGGCACTTCA

218-224

256—-260

232-270

201-204

146-148

112-116

145-148

157-165

(CGTG)5(ATGA)s

(AG)4(GT)s(GT)a

(CA)4(CA)a(AT)q

(CA)4

(CA)4

(CA),

(GT)4

(GAG)s(CAA)4

63°C

60°C

58°C

59°C

58°C

59°C

58°C

65°C

N&o
amplificou

Monomérfico

Monomoérfico

Monomorfico

Monomorfico

Nao

amplificou

N&o
amplificou

Monomérfico

Cerqueira-
Silva et al.
(2014b)

Cerqueira-
Silva et al.
(2014b)

Cerqueira-
Silva et al.
(2014b)

Cerqueira-
Silva et al.
(2014b)

Cerqueira-
Silva et al.
(2014b)

Cerqueira-
Silva et al.
(2014b)

Cerqueira-
Silva et al.
(2014b)

Cerqueira-
Silva et al.
(2014b)
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mPs-UNICAMP17 F: CATCCAACCTCCGAACCTTA 142-148 (AC)s 60°C Monomorfico Cerqueira-
R: TACCCAGTCCGGTCCATTAG Silva et al.

(2014b)
mPs-UNICAMP18 F: GGGGTTCTTCACTCATCCAC 262-278 (CA)10(AT)s 57°C Nao Cerqueira-
R: TGACGACTAGGGGATTCAGG amplificou Silva et al.

(2014b)
mPs-UNICAMP19 F: CTGTGGCAAGTGGCTAACAA 290-294 (TG), 55°C Monomorfico Cerqueira-
R: CCACCCTACTCGACCAACTC Silva et al.

(2014b)
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7 CONSIDERACOES FINAIS

A caracterizagdo das espécies silvestres de Passiflora sob varios
aspectos é de fundamental importancia para o melhoramento genético do
maracuji comercial, visando a obtencdo de plantas mais resistentes a pragas que
afetam as culturas (JUNQUEIRA et al., 2005; CERQUEIRA-SILVA et al., 2016).
Neste contexto, o0 presente trabalho fornece informacdes Uuteis para o
desenvolvimento dessas estratégias de melhoramento.

A andlise de anatomia foliar (Capitulo 1) realizada com as espécies P. edulis
f. flavicarpa, P. cincinata, P. gibertii, P. maliformis e P. setacea, infectadas com o
Cowpea aphid-borne mosaic virus (CABMV), permitiu identificar a espécie P.
setacea como a que sofreu menores alteracdes anatdbmicas em decorréncia da
infeccdo, sendo este resultado um indicativo de maior resisténcia ao virus, ja
descrita, para esta espécie, também em avaliacbes de campo (JUNQUEIRA et al.,
2005; OLIVEIRA et al., 2013).

Por outro lado, a espécie P. edulis f. flavicarpa foi a que apresentou maiores
alteracoes anatbmicas ao ser infectada com o virus, como a maior
desorganizacdo do sistema vascular, a hiperplasia e hipertrofia de células
parenquimaticas e depressdes no limbo.

A presenca de cera epicuticular cristaloide nas superficies foliares de todas
as espécies silvestres de Passiflora analisadas (P. cincinata, P. gibertii, P.
maliformis e P. setacea) e sua auséncia na espécie de maracuja amarelo
cultivado (P. edulis f. flavicarpa), pode ser resultante da domesticacdo desta
Ultima espécie.

A cera epicuticular presente nas folhas das espécies silvestres pode estar
relacionada a resisténcia de campo ao CABMV ja descrita para estas espécies
(JUNQUEIRA, 2005; OLIVEIRA et al., 2013), visto que poderia afetar o processo
de aquisicdo e transmissao do virus pelos vetores. Estudos futuros devem ser
conduzidos para elucidar essa questdo e, se a cera epicuticular estiver
relacionada a resisténcia, sua presenca poderia constituir um marcador
histolégico importante para a selecdo precoce de hibridos resistentes a este
importante patégeno.

Sendo P. setacea a espécie com menores alteracbes decorrentes da

infeccdo com o CABMV, foi analisada a diversidade de 18 populagbes da espécie
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do estado da Bahia (Capitulo 2). Os padrées de seis loci de SSR revelaram
grande diversidade genética em P. setacea, cujas populacdes apresentam
moderada variabilidade e grande diferenciacdo interpopulacional, agrupando-se
em dois grandes grupos genéticos.

Para o melhoramento genético vegetal, a existéncia de variabilidade
genética na colecdo de trabalho é fundamental para ganho genético continuo,
sendo que a auséncia de diversidade simplesmente ndo permite que a selecao
artificial possa ser desenvolvida (FERREIRA e RANGEL, 2005). Assim, a alta
variabilidade observada em algumas popula¢bes de P. setacea, como Licinio de
Almeida e Caetité, pertencentes a grupos genéticos distintos, constitui uma fonte
em potencial para utilizagdo no melhoramento genético do maracujazeiro. Estas e
outras populacdes que apresentaram caracteristicas genéticas e agronémicas de
interesse em outros estudos, a exemplo de Vitoria da Conquista (PEREIRA et al.,
2015a,b), devem ser priorizadas tanto em programas de melhoramento genético
guanto em acOes de conservacao e incremento de bancos de bancos de
germoplasma da espécie.

A transferéncia de resisténcia de P. setacea para P. edulis, através de
cruzamentos, é considerada promissora, embora ainda devam ser feitos estudos
para contornar a esterilidade dos machos hibridos e as dificuldades das
metodologias de avaliacdo da resisténcia genética (FALEIRO et al.,, 2005;
JUNQUEIRA et al., 2005).

Apesar da rigueza de espécies e distribuicdo ampla do género Passiflora
em todas as regides tropicais, a falta de pesquisas ecoldgicas e genéticas relativa
a maioria das espécies de maracuja tornou-se um fator de risco para a
conservacao da sua biodiversidade (CERQUEIRA-SILVA et al., 2016). Os estudos
de diversidade genética em Passiflora, na sua maioria, tém sido realizados com
acessos mantidos em bancos de germoplasma (OLIVEIRA, 2006; PAIVA, 2013;
CERQUEIRA-SILVA et al., 2012; 2014a; 2014b; entre outros). Deste modo
ressalta-se a importancia da realizacdo de estudos populacionais como este, que
permitam a avaliacdo dos padrdes de diversidade natural das populacbes de
Passiflora (CERQUEIRA-SILVA et al., 2016).
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