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RESUMO

Marcadores ISSR: diversidade genética e correlacdo com heterose em

genotipos de Passiflora edulis Sims

Este trabalho teve como obijetivo: i) estimar a divergéncia genética com uso de
marcadores ISSR em 63 acessos de maracuja amarelo pertencentes ao Programa
de Melhoramento Genético de Maracuja da Embrapa Mandioca e Fruticultura; ii)
avaliar a capacidade geral e especifica de combinacdo para caracteristicas
produtivas em hibridos simples da série GPQ9; iii) correlacionar distancia genética
obtida por ISSR e heterose. Os resultados obtidos permitiram concluir que o0s
marcadores ISSR mostraram consistentes na avaliacdo da variabilidade genética,
detectando ampla divergéncia genética entre os 63 acessos analisados, bem como a
separacdo entre genoétipos melhorados e ndo melhorados. Tais resultados podem
auxiliar na definicdo de estratégias mais eficientes a serem utilizadas no programa
de melhoramento de maracuja amarelo como no direcionamento dos cruzamentos
entre 0s genotipos mais contrastantes. Os trinta hibridos resultantes do dialelo
parcial apresentaram diferencas significativas para as variaveis numero de frutos,
peso do fruto, produtividade, rendimento e sélidos sollveis totais. N&do foi observada
correlacdo significativa entre distancia genética vs heterose e capacidade especifica

de combinacgdo para as caracteristicas e iniciadores ISSR analisados.

Palavras-chave: Passiflora edulis Sims, ISSR, divergéncia genética, heterose



ABSTRACT

ISSR markers: genetic diversity and correlation with heterosis in Passiflora

edulis Sims

The main objective of this study was: i) estimate the genetic diversity using ISSR
markers in 63 accessions from breeding program of passion fruit belonging to
Embrapa Cassava & Passion Fruit; ii) estimate the general and specific combining
ability of yield traits in simple hybrids from GPQ9 series iii) to correlate genetic
distance obtained by ISSR and heterosis. As a result, ISSR markers showed high
reliability when used to evaluate the genetic variability of passion fruit. High
divergence was observed among the 63 accessions analyzed, as well as genotypes
separation between improved and unimproved genotypes. These results could be
useful to define strategies more efficient to be used in breeding program of passion
fruit, such as on the crosses choice among the most contrasting genotypes. Thirty
hybrids from the partial diallel showed significant differences for number of fruits, fruit
weight, yield, pulp yield and total soluble solids. There was no significant correlation
between genetic distance x heterosis and specific combining ability for the traits and
ISSR analyzed.

Keywords: Passiflora edulis Sims, ISSR, genetic divergence, heterosis
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1. INTRODUCAO

O maracujazeiro pertence a familia Passifloraceae e ao género Passiflora. O
Brasil é o principal produtor de maracuja do mundo e o centro de origem dessa
espécie.

O programa de melhoramento genético de maracujazeiro da Embrapa
Mandioca e Fruticultura conta com aproximadamente 175 acessos sendo um dos
maiores bancos ativos de germoplasma de maracujazeiro (BAG-Maracuja) do Brasil.
Apesar do numero de acessos disponiveis, 0 uso efetivo dos mesmos é baixo em
funcdo da falta de caracterizagcdo e conhecimento do comportamento genético
desses materiais em combinacdes hibridas. A caracterizacdo e avaliacdo séo
indispensaveis nos trabalhos de manutencéo de germoplasma (Moraes, 2005).

Os marcadores moleculares, por acessar informagdes contida no DNA,
tornam-se ferramentas poderosas para o conhecimento da variabilidade disponivel.
Por meio da analise molecular € possivel analisar e utilizar a distancia genética entre
individuos como uma ferramenta importante em programas de melhoramento, por
servir de ligacdo entre acdes de conservacdo e utilizacdo de recursos genéticos
disponiveis. Além disso, a estimativa da distancia genética pode ajudar na
organizacdo do germoplasma, auxiliar na escolha de genitores, definicdo de
cruzamentos e incorporacdo de genes de germoplasma exético (Vieira et al., 2007).

Para que se tenha sucesso em um programa de melhoramento genético, é
necessario ter uma populagdo segregante que associe média e variabilidade alta
(Bison et al.,, 2009). Uma das metodologias para identificacdo de potenciais
genitores, para formacéo de uma populacdo de melhoramento, € por meio do uso de
cruzamentos dialelos que permitem identificar a populacdo mais promissora além de
ajudar a obter informacfes a respeito do controle genético do carater (Cruz et al.,
2004). Um estudo a priori da diversidade genética entre os individuos possibilita a
identificacdo das combinac¢des hibridas mais favoraveis. Porém, nem sempre as
informacgdes de dissimilaridade resultam em combinac¢des hibridas vantajosas em
todas as espécies (Guimarées et al., 2007).

Nesse sentido, o objetivo desse trabalho foi caracterizar alguns acessos de
germoplasma do BAG-Maracuja da Embrapa Mandioca e Fruticultura, bem como

uma populacdo de melhoramento com o uso de marcadores ISSR. Além disso, as
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correlagdes entre divergéncia genética e heterose dos hibridos desenvolvidos pelo

programa de melhoramento genético foram estimadas.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 A cultura do maracujazeiro e sua importancia econémica

O termo maracuja é uma denominacédo indigena, de origem tupi, que significa
‘alimento em forma de cuia’. Os maracujas pertencem a familia Passifloraceae e,
estéo largamente distribuidas pelos tropicos — América, Asia e Africa (Oliveira et al.,
1988).

Esta familia é formada por 630 espécies distribuidas em 18 géneros
(Vanderplank, 1996). No Brasil sdo encontrados os géneros Dilkea e Passiflora
(Lopes, 1994). O género Passiflora € o mais importante economicamente e
compreende 0 maior niumero de espécies, cerca de 465 espécies, das quais de 150
a 200 sao originarias do Brasil cujo maior centro de distribuicdo geografica localiza-
se no Centro-Norte (Lopes, 1991).

De acordo com Cunha et al. (2002), cerca de 70 espécies produzem frutos
comestiveis e mais de 50 apresentam potencial comercial (Vieira & Carneiro, 2004).
Oliveira & Ruggiero (2005) ressaltam o potencial agronémico de espécies silvestres,
como P. nitida e P. setacea, considerando a extrema importancia no
desenvolvimento de pesquisas visando o maior conhecimento do germoplasma de
maracujazeiro silvestre.

Espécies silvestres de maracujazeiro tém apresentado grande potencial para
uso em programas de melhoramento genético e como porta-enxertos, além de
serem alternativas para diversificar os sistemas produtivos com novos alimentos
funcionais para consumo in natura (maracuja-doce) e para uso como plantas
ornamentais principalmente em paises do hemisfério norte (Junqueira et al., 2005;
Peixoto, 2005). Com relag&o ao potencial como alimentos funcionais e como plantas
medicinais, Costa & Tupinamba (2005) relatam o grande potencial das espécies
silvestres de maracujazeiro e a caréncia de estudos nesta area.

As flores de maracujazeiro apresentam mecanismos que dificultam a auto
polinizacdo, como a presenca dos estigmas no apice do androginéforo, numa

posicdo superior as anteras e por isso sdo essencialmente alégamas e assim,
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dependentes de polinizacdo cruzada para formacdo de frutos (Moraes, 2005). Esta
natureza reprodutiva leva a existéncia de uma ampla variabilidade intra e
interespecificas.

Apesar da ampla variabilidade genética inter e intra-especifica, o cultivo do
maracujazeiro em escala comercial teve inicio na década de 70, com a espécie
Passiflora edulis (maracuja-amarelo) e, na década de 80 a cultura adquiriu
expressdo econdmica pelo incentivo da agroindustria que estimulou o mercado do
produto processado na forma de suco (Rizzi et al., 1998). No Brasil, as espécies
com maior expressao comercial sdo a Passiflora edulis (maracuja amarelo ou azedo
e maracuja roxo) e a Passiflora alata (maracuja doce) (Inglez de Sousa & Melleti,
1997).

O maracujd amarelo é o mais cultivado no Brasil por ser adaptado ao clima
tropical. O fruto amadurece em 80 dias apds a polinizacdo da flor, tem formato
ovoide (alguns oblongos), peso de 70-130g (Meletti, 2005). O fruto maduro possui
casca fina, cor amarelo canario, polpa acida, suco amarelo a amarelo alaranjado. A
planta tem producdo entre 12-15 t.ha™, mas tem potencial para producdes de 30-
35t/ha (Meletti, 2005). A producdo de maracuja amarelo ocupa 95 % dos pomares
brasileiros, no qual, a cultura se caracteriza por ser uma atividade desenvolvida em
pequenas propriedades, com tamanho entre trés a cinco hectares e méao-de-obra
proveniente da agricultura familiar, o0 que representa uma alternativa de renda para
0s pequenos produtores (Moraes, 2005).

Por outro lado, a variedade roxa é mais indicada para regides de altitude maior
e climas frios. Os frutos sdo ovoides ou globosos, coloracdo purpurea quando
maduros, peso de 60 a 100 gramas, com rendimento e qualidade do suco
semelhante ao maracuja amarelo (Meletti, 2005). Porém, o suco do maracuja roxo
possui maior concentracdo de acucar, maior teor em soélidos soluveis totais, menor
acidez (suco mais "doce") e maior potencialidade de producdo 30-40 t.ha™. Devido a
suas caracteristicas comerciais desejaveis 0 mercado internacional é bastante
receptivo ao maracuja-roxo in natura (Meletti, 2005).

Em termos nacionais, a producdo estd em torno de 684.376 toneladas,
ocupando uma area de 49.112 hectares. Os estados produtores sdo os estados do
Para, Bahia, Sergipe, Sdo Paulo, Rio de Janeiro e Minas Gerais (IBGE, 2008).

Apesar do destaque da producéo brasileira, a produtividade nacional ainda é muito
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baixa, devido entre outros fatores, a falta de variedades mais produtivas e de manejo
adequado.

2.2 Melhoramento Genético na cultura do maracujazeiro

O melhoramento do maracujazeiro constitui-se, desde seu inicio, em campo de
pesquisa aberto e promissor, mas foi na década de 90 que se observou o
incremento dos trabalhos com o langamento das primeiras cultivares e consolidagao
de equipes multidisciplinares (Meletti et al.,2005).

Apesar, dos avancos das fronteiras agricolas a cultura enfrenta alguns
problemas referentes a produtividade e qualidade dos frutos, uma vez que, faltam
variedades resistentes as principais moléstias que atacam a cultura, como a virose
do endurecimento dos frutos (PWYV), antracnose, septoriose, verrugose, fusariose e
bacteriose, gerando um entrave no sistema de producao (Oliveira, 2006).

O Brasil, por ser centro de origem de um grande numero de espécies de
maracuja e maior centro de distribuicdo geografica do género Passiflora possui uma
variabilidade natural que extremamente importante para acdes de melhoramento
(Meletti et al., 2000). Entretanto, os trabalhos de caracterizacdo e avaliacao,
indispensaveis aos trabalhos de fitomelhoramento, devem ser priorizados para o0 uso
efetivo do germoplasma no desenvolvimento de novos produtos.

O Brasil possui as maiores cole¢des de germoplasma de Passiflora do mundo,
mas ainda sao necessarios trabalhos em relacdo ao resgate, a conservacado e
caracterizagcdo de germoplasma. Segundo Cunha (1998) e Faleiro et al. (2006)
aumentar a variabilidade genética existente nas colecdes, conservar e avaliar o
germoplasma e utilizd-los em programas de melhoramento ou de forma direta no
mercado sao prioridades da pesquisa relacionada a recursos genéticos do maracuja.

Os programas de melhoramento visam essencialmente obter e selecionar
novos genotipos que apresentem bons atributos agronémicos como alta
produtividade, bom peso do fruto e rendimento de polpa. Além desses caracteres &
essencial que os novos materiais apresentem também resisténcia/tolerancia as
principais doengas que prejudicam a cultura. Apesar de existirem varios métodos de
selecdo de individuos superiores, a hibridacdo intraespecifica tem mostrado os
resultados mais promissores. No que confere a melhoramento para resisténcia as

doencas os programas de melhoramento podem explorar as espécies selvagens
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como fonte de resisténcia. Esses genes sao introduzidos nas espécies cultivadas
por hibridacéo interespecifica (Cunha e Cardoso, 2010).

Nos ultimos anos, com 0s avancos da biotecnologia, novas ferramentas estao
sendo desenvolvidas para tornar mais eficientes os programas de melhoramento e
diminuir o tempo no desenvolvimento de novas variedades (Faleiro et al., 2006), a
exemplo do uso de marcadores moleculares para selecdo assistida, mapeamento

genético e identificacdo de QTLs.

2.3 Marcadores ISSR e estudo de diversidade genética

Com os avangos da biotecnologia, sobretudo o desenvolvimento dos
marcadores de DNA, tém permitido estudar e caracterizar a variabilidade genética
em diferentes niveis (Oliveira, 2006). Os marcadores moleculares tém sido utilizados
como ferramentas auxiliares indispensaveis nas diferentes etapas do melhoramento
genético, desde a caracterizacdo do germoplasma até as etapas finalisticas de
desenvolvimento e selecdo de plantas melhoradas (Ferreira & Grattapaglia, 1998).

Dentre as classes de marcadores moleculares existentes, o marcador ISSR
(Inter Simple Sequence Repeats) constitui-se em uma técnica simples, rapida e
eficiente desenvolvido a partir da necessidade de explorar repeticbes de
microssatélites abundantes no genoma eucarioto sem a utilizacdo de
sequenciamento do DNA (Zietkiewicz et al., 1994). O principio da técnica esta
baseado na reacao de PCR (Reaction Chain Polymerase) e envolvem amplificacbes
de segmentos de DNA, presente entre duas regides idénticas de microssatélites
orientadas em direcdes opostas (Zietkiewicz et al., 1994).

Os produtos amplificaveis sao geralmente de 200-2000 pb (pares bases) de
comprimento e apresentam alta reprodutibilidade, possivelmente devido ao uso de
iniciadores longos e de alta temperatura de anelamento. A limitacdo dessa classe
de marcadores esta relacionada ao fato de serem dominantes que impossibilita
estabelecer relagbes alélicas entre os individuos.

Os marcadores ISSR tém sido utilizados para estimar a diversidade genética
em nivel inter e intra-especifico em uma ampla variedade de espécies. Além disso,

também tem sido utilizados em estudos de DNA “fingerprinting”, selegédo assistida,
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filogenia, formacéo de grupos heterdticos e mapeamento genético (Zietkiewicz et al.,
1994).

O estudo da diversidade € o processo pelo qual a variacdo entre populacdes,
entre grupos ou entre individuos de um mesmo grupo € avaliada por meio de um
meétodo especifico ou pela combinacdo de métodos (Pereira et al., 2009). Os dados
normalmente envolvem um numero grande de mensuracdes baseados em dados
morfolégicos e de passaporte, dados bioquimicos, citolégicos e em técnicas
baseadas no polimorfismo de DNA como os marcadores moleculares que permitem
a diferenciacdo mais realistica dos genoétipos (Pereira et al., 2009).

Normalmente, para usar a diversidade genética existente nas colecdes, 0
melhorista precisa manipular o germoplasma disponivel, buscando genoétipos que,
através de metodologias adequadas, possam gerar materiais genéticos superiores
(Ganga et al., 2004). Varias pesquisas tém sido realizadas utilizando marcadores
moleculares para estimar a diversidade genética existente nas cole¢des de P. edulis.
Viana et al. (2003), utilizou marcadores RAPD para estimar a distancia genética em
genotipos de maracuja amarelo e entre espécies de Passifloras nativas para uso nos
programas de melhoramento. Enquanto que, Bellon et al. (2007), avaliou a
divergéncia com marcadores RAPD em genétipos comerciais e silvestres de P.
edulis, a fim de direcionar os cruzamentos para uso no mercado de consumo in

natura, ornamental e medicinal.

2.4 Predi¢céo do comportamento de hibridos

Uma das principais tarefas dos programas de melhoramento é a selecdo de
genitores com constituicdo génica superior para serem utilizadas em programas
visando a obtencdo de hibridos ou populacbes segregantes. A dificuldade nesta
escolha esta relacionada a baixa capacidade em predizer a intensidade e de que
forma o efeito génico de cada genitor € manifestado em sua progénie. Na escolha
das combinac¢des hibridas, o melhorista dispde de algumas técnicas, destacando-se
entre elas os cruzamentos dialélicos, que permitem a identificacdo de genitores

baseado em seus proprios valores genéticos e, principalmente, nas suas
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capacidades de se combinarem em hibridos e produzir populacdes segregantes
promissoras (Matei, 2010).

A predicdo da heterose por meio de distancias genéticas moleculares € uma
alternativa promissora para identificacdo de parentais uma vez que, a heterose é
resultante da divergéncia genética entre genitores e da ocorréncia de efeitos de
dominancia sendo assim, uma maior distancia entre genitores podera resultar em
maior vigor hibrido (Colombari Filho et al., 2010).

O uso desta estimativa, além de possibilitar a identificacdo de grupos
heterdéticos (Guimaraes et al., 2007) também contribuem para minimizar os gastos e
tempo necessarios para a realizacdo de combinacdes hibridas muitas vezes
desnecessarias (Rinaldi et al., 2007). Aliado a isso, o conhecimento das relacfes
genéticas entre os materiais de melhoramento podera ajudar a prevenir o risco da
uniformidade em germoplasma elite e assegurar ganhos em selecfes futuras
(Oliveira et al., 2004).
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3. CAPITULO I: DIVERSIDADE GENETICA EM GENOTIPOS DE Passiflora edulis
Sims COM O USO DE MARCADORES ISSR

3.1 Introducéao

A familia Passifloraceae é composta por 630 espécies, distribuidas nas
regiGes tropicais da América, Asia e Africa (Vanderplank, 1996). O género Passiflora
originou na América do Sul com distribuicdo geografica no centro e norte do Brasil
(Lopes,1991). As espécies deste género tém grande valor medicinal, ornamental e,
sobretudo, comercial, dentre as quais a espécie Passiflora edulis Sims (maracuja
amarelo), tem destaque na producéo, ocupando cerca de 95% da producéo no Brasil
(Moraes, 2005).

A variabilidade genética presente nesta espécie torna-se uma ferramenta
valiosa para agbes de melhoramento. Para tal, é necesséario o desenvolvimento de
trabalhos de caracterizacdo e avaliacdo para posterior selecdo dos gendtipos com
caracteres de interesse (Faleiro et al., 2006).

Para fins de caracterizacdo sdo reconhecidos o0s descritores morfo-
agrondmicos, izoenzimaticos e moleculares. Este Ultimo, por acessar a variabilidade
diretamente em nivel de DNA, néo sofrer influéncia do ambiente, ser em grande
namero e ndo depender da fase de desenvolvimento das plantas sdo ideais para
conhecimento da variabilidade disponivel.

Para a espécie P. edulis ja foram desenvolvidos alguns trabalhos envolvendo
a aplicacao de diversos tipos de marcadores moleculares como RAPD - Random
Amplified Polymorphism DNA - (Viana et al., 2003; Bellon et al., 2007), AFLP -
Amplified Fragment Lenght Polymorphism - (Ganga et al.,, 2004), SSR - Simple
Sequence Repeats - (Oliveira et al., 2005) e ISSR - Inter Simple Sequence Repeats
- (Santos et al., 2009).

Dentre os marcadores citados, o ISSR por ser de natureza simples e explorar
o polimorfismo entre dois motivos de microssatélites, que sdo abundantes no
genoma, torna-se uma ferramenta valiosa para estudos de caracterizacdo para
formacdo de grupos heterdticos, fingerprinting, selecdo assistida e mapeamento

genético. Este marcador tém sido utilizado com sucesso em pesquisas relacionadas
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as andlises de diversidade genética em diversas fruteiras como laranja trifoliata
(Fang et al., 1997), citros (Fang & Roose, 1997), banana dipldide (Godwin et al.,
1997) e uva (Moreno et al., 1998; Wu et al., 2009).

A utilizacdo destes marcadores para caracterizagcao de acessos do banco de
germoplasma de maracujazeiro trard informacfes valiosas a respeito do
relacionamento a nivel molecular entre os diversos acessos que compdem o banco
de germoplasma e assim, os melhoristas poderdo manejar e conservar 0S recursos
genéticos para uso nos programas de melhoramento desta cultura.

Sendo assim, o presente estudo foi conduzido com o objetivo de determinar a
variabilidade genética presente em acessos do banco de germoplasma e em
acessos melhorados do programa de melhoramento genético do maracujazeiro da

Embrapa Mandioca e Fruticultura (CNPMF), com o uso de marcadores ISSR.

3.2 Material e Métodos

3.2.1 Coleta das amostras e extracdo do DNA

Foram coletadas 63 acessos de maracujazeiro, sendo 31 do banco ativo de
germoplasma (BAG-Embrapa) e 32 (1 cultivar, 12 hibridos e 19 progénies de meios
irmao) provenientes do programa de melhoramento genético de maracujazeiro da
Embrapa Mandioca e Fruticultura, Cruz das Almas — BA (Tabela 1).

O DNA dos acessos foi extraido utilizando-se o protocolo com CTAB (brometo
de cetiltrimetilaménio) descrito por Doyle & Doyle (1987), com algumas
modificacdes, conforme o anexo 1. Para diminuir o nimero de acessos analisados e
estando os acessos representados por mais de 10 plantas no banco foi feita um pool
de DNA de cada um dos 63 acessos analisados.

A quantificacao foi feita em gel de agarose 1,0% (p/v) corado com brometo de
etideo (1,0 mg/mL) utilizando como padrdo uma série de concentracbes do fago
Lambda (Invitrogen). A estimacdo da concentracdo de DNA nas amostras foi feita
visualmente com base na intensidade das bandas. Posteriormente, o DNA foi diluido

para a concentracao final de trabalho (10ng/ pL™).



Tabela 1. Relacdo dos acessos de Maracuja pertencentes ao BAG- Maracuja da

Embrapa Mandioca e Fruticultura Tropical.
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Amostra Genoétipo Nome Comum Procedéncia
1 GP09-11 Maracuja amarelo Selecéo Massal’
2 GP09-06 Maracujia amarelo Selecéo Massal’
3 GP09-02 Maracuja amarelo Selecéo Massal’
4 GP09-04 Maracujia amarelo Selecéo Massal’
5 GP09-07 Maracujia amarelo Selecéo Massal’
6 GP09-08 Maracuja amarelo Selecdo Massal’
7 GP09-03 Maracujia amarelo Selecéo Massal’
8 GP09-10 Maracuja amarelo Selecdo Massal’
9 GP09-09 Maracuja amarelo Selecdo Massal’
10 GP09-01 Maracujia amarelo Selecéo Massal’
11 GP09-05 Maracuja amarelo Selecdo Massal’
12 BGMO0O07 Midado de Lavras UNESP Jaboticabal
13 BGMO017 Maracuja roxo UNESP Jaboticabal
14 BGMO022 Roxinho do Kenya CNPMF
15 BGMO023 CENARGEN
16 BGMO028 Maracuja amarelo
17 BGMO033 Hibrido IAPAR
18 BGMO041 Maracuja amarelo CENARGEN
19 BGMO044 cv Roxo Austrélia CENARGEN
20 BGMO051 Maracuja amarelo CENARGEN
21 BGMO064
22 BGMO076
23 BGM092
24 BGM116 Instituto Plantarum
25 BGM140 Maracuja-chino CNPMF
26 BGM168 Instituto Plantarum
27 BGM185 Maracuja amarelo ESALQ-USP
28 BGM208 Maracuja roxo ESALQ-USP
29 BGM222 Maracuja comum CEASA Rio Vermelho - BA
30 BGM229 Maracuja comum IAC
31 BGM311 Maracuja amarelo CNPMF
32 BRS GA Maracuja amarelo Cultivar melhorada
33 A17 Maracuja amarelo Selecéo Recorrente™
34 B19 Maracuja amarelo Selecéo Recorrente™
35 B20 Maracuja amarelo Selecéo Recorrente™
36 C02 Maracuja amarelo Selecéo Recorrente™
37 G16 Maracuja amarelo Selecéo Recorrente™
38 HO02 Maracuja amarelo Selecéo Recorrente™
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39 102 Maracuja amarelo Selecéo Recorrente™
40 108 Maracuja amarelo Selecéo Recorrente™
41 Ji8 Maracuja amarelo Selecéo Recorrente™

Continuacéo...

Amostra Genoétipo Nome Comum Procedéncia

42 J20 Maracuja amarelo Selecéo Recorrente™
43 K07 Maracuja amarelo Selecéo Recorrente™
44 K08 Maracuja amarelo Selecéo Recorrente™
45 K20 Maracuja amarelo Selecéo Recorrente™
46 LO3 Maracuja amarelo Selecdo Recorrente”
47 LO6 Maracuja amarelo Selecdo Recorrente”
48 LO7 Maracuja amarelo Selecdo Recorrente™
49 L21 Maracuja amarelo Selecdo Recorrente”
50 M17 Maracuja amarelo Selecdo Recorrente™
51 M20 Maracuja amarelo Selecdo Recorrente™
52 HS209-01 Maracuja amarelo Hibridos™
53 HS209-02 Maracuja amarelo Hibridos™
54 HS209-03 Maracuja amarelo Hibridos™
55 HS209-04 Maracuja amarelo Hibridos™
56 HS209-05 Maracuja amarelo Hibridos™
57 HS209-06 Maracuja amarelo Hibridos™
58 HS209-07 Maracuja amarelo Hibridos™
59 HS209-08 Maracuja amarelo Hibridos™
60 HS209-09 Maracuja amarelo Hibridos™
61 HS209-10 Maracuja amarelo Hibridos™
62 HS209-11 Maracuja amarelo Hibridos™
63 HS209-12 Maracuja amarelo Hibridos™

": Parentais provenientes de selecdo massal em acessos de germoplasma do BAG-
Maracuja.

”: Variedades oriundas de um programa de selecdo recorrente entre e dentro de
progénies de meios irmaos, obtidas da populacao original "Cajuba”.

™: Hibridos oriundos de cruzamento em dialelo parcial entre parentais com alta

performance agrondmica, sobretudo para produtividades e qualidade de frutos.

3.2.2 Genotipagem dos marcadores ISSR

A reacao de amplificacéo foi feita no volume final de 15 uL contendo 10 ng de
DNA, tampéao de PCR 1X (Invitrogen), 1,5 mM (Mix 1) ou 2,5 mM (Mix 3) de MgCI2
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(Tabela 2), 200 uM de dNTP mix, 0,3 uM de cada iniciador, 1U da Taqg DNA
Polimerase.

O programa de amplificacdo foi realizado no termociclador Applied
Biosystems e consistiu de um ciclo de desnaturacéo a 94 °C por 5 min; 35 ciclos a
94 °C por 40s, 45 ou 48 °C por 40s (Tabela 2), 72 °C por 60s; e extensao final a 72
°C por 5min.

Foram utilizados vinte e trés iniciadores de ISSR (Tabela 2). A eletroforese foi
realizada em gel 2% de agarose e coloracdo com brometo de etideo, visualizados
sob luz UV. O tamanho dos fragmentos foi determinado com marcador de peso
molecular 100 pb (BioLabs).

Tabela 2: Condicdes de reacao e amplificagéo dos Iniciadores de ISSR.

Nome do primer Ta* MIX Nome do primer Ta* MIX
DICA3'G 48 1 TrAAC 3'RC 45 3
DICA3'RG 48 1 TriAAG 3'RC 48 1
DICA3'YG 48 1 TrACG 3'RC 48 1
DIGA3'C 48 1 TriAGA 3'RC 48 1
DIGA3'RC 48 1 TriTGG 3'RC 48 1
DIGA3'T 48 1 TriCGA 3'RC 48 1
TriCAC3'RC 48 1 TriCGC 3'RC 48 1
TriCAC3'YC 48 1 TriGAC 3'RC 48 1
TriCAC5'CY 48 1 TriGCA 3'RC 48 1
TriCAG3'RC 45 1 TriGCC 3'RC 48 3
TriGTG3'YC 48 1 TriGGA 3'RC 48 1
TrTGT3'YC 48 3

Ta*: Temperatura de anelamento do iniciador.

3.2.3 Anélise dos dados

Os marcadores ISSR foram convertidos em dados binarios, onde se atribui
um para presenca e zero para auséncia de bandas. Os marcadores que se
mostraram polimorficos foram submetidos a uma analise de diversidade utilizando o
coeficiente de dissimilaridade “Simple Matching” no programa Genes (Cruz, 2008).
Na matriz de dissimilaridade foi utilizado o software Mega 4.1 (Tamura et al., 2007)

para obtencdo do dendrograma utilizando como método de agrupamento o neighbor
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joining. O ajuste entre a matriz de distancias e dendrograma foi verificado através de
correlacédo cofenética (rc).

3.3 Resultados e Discussao

Foram utilizados 23 iniciadores ISSR para a caracterizacdo de 63 acessos de
maracujazeiro. Dos 23 iniciadores testados, 22 iniciadores detectaram polimorfismo
nos acessos analisados. O numero de bandas variou de 3 a 23 para os iniciadores
TriTGG 3'RC e DIGA3'RC, respectivamente (Tabela 3). O iniciador TriGCC 3'RC foi
monomorfico nos acessos testados. Os marcadores geraram um total de 326
bandas, sendo que 320 foram polimérficas (média de 13,9 bandas por iniciador) com

o tamanho dos fragmentos variando entre 220 a 2300 pb (Figura 1).

100 pb

M1 234 56 78 910111213141516 17 18 1920 212223242526 27 28 20 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40

T N T e e e e

B

Figura 1: Padrdao de amplificacdo do Iniciador DIGA3'T. M: Marcador de peso
molecular 100 pb (Bio Labs), amostras 1 a 40 de acordo com a ordem da tabela 1.

Estes resultados comprovam o alto conteudo informativo deste marcador
(Tabela 3). Resultado semelhante foi observado por Moreno et al. (1998)
caracterizando 12 acessos de videira por meio de marcadores ISSR, em que a

meédia foi 13,8 bandas por iniciador.
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Tabela 3: Caracteristicas dos 23 Iniciadores utilizados na analise de diversidade
genética no maracujazeiro. *R=A, G; Y=C, T

N° Total N° de Percentagem
Iniciador Sequéncia do Iniciador de Bandas de
Bandas Polimérficas Polimorfismo
DICA3'G CACACACACACACACAG 20 20 100,00
DICA3'RG CACACACACACACACARG 14 14 100,00
DICA3'YG CACACACACACACACAYG 15 15 100,00
DIGA3'C GAGAGAGAGAGAGAGAC 15 15 100,00
DIGA3'RC GAGAGAGAGAGAGAGARC 23 23 100,00
DIGA3'T GAGAGAGAGAGAGAGAT 19 19 100,00
TriCAC5'CY CYCACCACCACCACCAC 21 21 100,00
TriCAG3'RC  CAGCAGCAGCAGCAGRC 6 6 100,00
TriGTG3'YC  GTGGTGGTGGTGGTGYC 15 14 93,33
TrTGT3'YC TGTTGTTGTTGTTGTYC 11 11 100,00
TriAAC 3'RC AACAACAACAACAACRC 13 13 100,00
TriAAG 3'RC AAGAAGAAGAAGAAGRC 13 13 100,00
TrACG 3'RC  ACGACGACGACGACGRC 16 16 100,00
TriAGA 3’ RC  AGAAGAAGAAGAAGARC 10 10 100,00
TrTGG 3RC  TGGTGGTGGTGGTGGRC 3 1 33,33
TriCGA 3'RC CGACGACGACGACGARC 15 15 100,00
TriCGC 3'RC  CGCCGCCGCCGCCGCRC 14 11 78,57
TriGAC 3'RC GACGACGACGACGACRC 7 3 42,86
TriGCA3'RC GCAGCAGCAGCAGCARC 13 13 100,00
TriGCC 3'RC GCCGCCGCCGCCGCCRC 6 0 0,00
TriGGA 3'RC  GGAGGAGGAGGAGGARC 19 19 100,00

O alto polimorfismo e a baixa porcentagem de marcadores monomorficos

também foi evidenciado no trabalho desenvolvido por Bellon et al. (2007) para a
cultura do maracujazeiro utilizando 13 primers de RAPD. Segundo estes autores, a
elevada porcentagem de marcadores polimérficos pode estar associada com alta
variabilidade genética intra-especifica de P. edulis. No entanto, Viana et al., (2003),
estudando a diversidade genética entre 21 gendtipos comerciais de maracuja
amarelo, por meio 36 iniciadores de RAPD, observou baixo polimorfismo, mesmo
com grande varia¢cdes morfologicas observadas em condi¢cdes de campo.

Um estudo realizado por Wu et al. (2009) com 15 iniciadores de ISSR com
genotipos pertencentes ao género Vitis produziu um total de 100 bandas das quais

91 bandas foram polimérficas. Estes autores argumentam que, apesar de ISSR nao
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ser o melhor marcador para filogenia taxonémica, o alto ndmero de bandas
polimorficas possibilitou o agrupamento por origem geografica.

Neste trabalho, observou-se que as repeticbes de dinucleotideos foram as
que apresentaram maior polimorfismo que os de trinucleotideos com média de 17,66
e 11,82 alelos por primer, respectivamente. Segundo Reedy et al. (2002), os
dinucleotideos sdo mais frequentes que os tri e tetranucleotideos e as repeticbes AG
sao as mais abundantes no genoma das plantas. O oposto foi verificado no trabalho
desenvolvido por Santos et al. (2011 — no prelo), com espécies do género Passiflora,
em que os trinucleotideos foram mais polimorficos que os dinucleotideos com média
de 15,5 e 10,5 alelos por iniciador, respectivamente.

Observou-se alta correlacdo cofenética (0,98) indicando que o dendograma
apresenta um bom ajuste em relacdo aos dados da matriz de dissimilaridade (Figura
2). A amplitude da matriz de dissimilaridade foi de 0,049 a 0,407. A analise visual
dos dados permitiu a separacdo dos acessos em dois grandes grupos: Um
constituido por acessos que compdem o banco de germoplasma (BGM e GP) e o
outro representado pelos hibridos, cultivar e progénies de meios irmaos
provenientes do programa de melhoramento (Figura 2).

Os acessos do banco de germoplasma apresentaram a maior dissimilaridade
média (0,13) e foram agrupados em diferentes subgrupos. A grande variabilidade
genética deste grupo evidencia a ampla base genética da espécie, abrindo boas
perspectivas para uso no melhoramento, uma vez que, essa diversidade podera ser
explorada para obtengdo de novos hibridos ou para organizacdo do germoplasma
em grupos heterdéticos.

Ja os acessos oriundos do programa de melhoramento foram agrupados em
trés subgrupos, um grupo representado por acessos de progénies de meios irmaos,
hibridos da série HS e 0 BRS GA. Os acessos provenientes das progénies de meios
irmaos (primeiro ciclo de selecdo recorrente) foram os mais heterogéneos deste
grupo com dissimilaridade média de 0,10. O subgrupo mais divergente, dentro das
progénies de meios irméos, foi representado pelos acessos K07 e K08.

Essa heterogeneidade entre os individuos das progénies de meios irméaos
podera ser de grande utilidade para selecdo dos individuos que irdo compor 0s

novos ciclos de recombinac¢éo na selecéo recorrente.
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O acesso Gigante Amarelo (BRS GA) é um hibrido melhorado e lancado pela
Embrapa Cerrados, em parceria com a Embrapa Mandioca e Fruticultura. Este
hibrido agrupou-se com as progénies de meios irmaos obtidos pelo programa de
melhoramento da Embrapa Mandioca e Fruticultura, com dissimilaridade média entre
0S genotipos das progénies de meios irmaos de 0,11. Uma alta similaridade (0,92)

foi observada entre o BRS GA e a progénie B19, indicando que podem compartilhar

de pool génicos.

. 3 8 8
P 02 S 2 N
] s 8§ 8 S .
5 o }% g 9 5§ § & Dm: 0,08
¢ Q SN x 2 $ o
R o) Bo © & S T A% S
& % ow “ oy LR &
e 2, o T o] A NG
" %, ° “ L o
O/O LSS o I Q
2 % ° S \b@"/ S
OA ‘09 ) 0@(
2 Q0 ([ J © Q\%(L N
Go % @ & o>
22 0‘9,] o \e\g'b
*&O . J. oV
0,
2 ’d
]G“o * 0'\0%
%05 o X o
-ZOG 00 » 6\"\1\
07 @ >
G ?,g-\()2
Pog 03 (]
T
[ 50
QGPOQ.OQ
() 41-218
8-GP09-10
o A 42320
-BGMO33 r- =0,98
17-BG [ ) C ] A 32'BRSGA
6
) 22-BGMOT6 o
Dm: 0.13 222 A 34B19
208GV @ 37.G
208 4 16
e
23—3 (] 4 38‘/‘/0
“\\/AO 2
<)
=° \l\\,@. < Pay,
©) o <. .
e s <« Py Dm: 0,10
o o %9
O W5 <« ¢
2 N () v ¥
O N 4 ¢
Q & '
N o @ <« 2 %
Q' N %) v % CEN
v R %,
e v_%
Y % N Y v ?\A%:’ S
W ég § N ® ™ \ 4 » %an v
S o ()
¢ & 58y cee¥ Ty Ty
§ 95 8 8 o =) %
$ @ 5 2 8 3 >
o m O =
~ < o0 0]
S & o
88
® -G Hibrido A cutivar A Progénies de meios irmaos

Figura 2: Dendrograma obtido pelo método neighbor-joining, a partir da
dissimilaridade genética entre 63 acessos de maracujazeiro, utilizando marcadores
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ISSR. Os grupos avaliados estdo identificados com a bolinha vermelha (BAG);
triangulos azuis (meios irmaos), roxo (cultivar melhorada) e verde (hibridos). Dm:
dissimilaridade média por grupo; rc: correlacao cofenética.

Os hibridos da série HS possuem menor variabilidade (dissimilaridade média
de 0,08). Esta menor variabilidade é esperada em virtude de compartilhar genitores
em comuns. Contudo, o hibrido HS209-05 foi o mais divergente entre estes, com
dissimilaridade genética média entre os demais de 0,09 justificando sua alocacéo
separada dos demais no dendrograma (Figura 2).

De forma geral, foi evidenciado que ha diversidade genética entre 0s acessos,
devido entre outros fatores ao sistema de auto-incompatibilidade que favorece a
polinizacdo cruzada e, consequentemente, o fluxo génico entre o0s gendtipos
distintos, justificando portanto, o alto polimorfismo encontrado.

Por outro lado, estudos realizado por Viana et al. (2003), utilizando diferentes
acessos da espécie comercial P. edulis, ndo mostraram expressiva variabilidade
genética, indicando um possivel estreitamento da diversidade genética entre esses
gendtipos. A baixa variabilidade genética pode contribuir para a reducdo da
resisténcia a estresses bioticos e abidticos.

Os programas de melhoramento genético normalmente visam o
desenvolvimento de materiais superiores, principalmente com relacdo a caracteres
de interesse agronémico e tendem a utilizar a hibridacdo intra-especifica para a
transferéncia de genes de interesse (Ganga et al., 2004).

Nesse sentido, estudos de diversidade genética sdo essenciais nos
programas de melhoramento genético a fim de conhecer o parentesco entre 0s
genotipos e, assim direcionar os cruzamentos visando obter ganhos genéticos nas

geracdes segregantes.
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3.4 Conclusoes

» Os marcadores ISSR mostraram-se ferramentas valiosas para estudo de
diversidade genética dentro de P.edulis;

» A variabilidade presente nos acessos que compfe o BAG-Maracuja poderéo
auxiliar na implementacéo de estratégias mais eficientes a serem utilizadas no
Programa de Melhoramento Genético de Maracujazeiro do CNPMF;

» Os cruzamentos podem ser direcionados, selecionando os acessos do banco
mais divergentes para obtencéo de alta heterose em futuras acdes visando a
obtencéo de hibridos;

» Os genotipos KO7 e KO8 foram os mais divergentes entre os genoétipos das
progénies de meios irmaos, podendo ser utilizados nos proximos ciclos de

selecdo como potenciais parentais.
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4. CAPITULO II: CORRELACAO ENTRE HETEROSE E DIVERGENCIA
GENETICA EM GENOTIPOS DE MARACUJA AMARELO

4.1 Introducao

O Brasil é considerado um dos centros de diversidade genética do género
Passiflora. A principal espécie cultivada € a Passiflora edulis Sims conhecida por
maracuja azedo ou maracuja amarelo, uma fruteira de clima tropical com ampla
distribuicdo geogréfica. O Brasil se destaca como maior produtor mundial de
maracuja, devido as excelentes condicbes edafoclimaticas para o seu cultivo. A
partir da década de 70 com a crescente evolucao da area de plantio em virtude da
instalacdo de industrias de beneficiamento de suco e aceitacdo comercial da fruta
para consumo in natura (Matta, 2005).

Uma das maiores dificuldades apontadas pelos produtores é a limitacdo de
cultivares com boas caracteristicas agrondmicas e que sejam principalmente
resistentes as principais doencas da cultura. O desenvolvimento de novos hibridos
torna-se uma alternativa viavel para a cultura. O aumento da producdo esta
relacionado com o potencial genético dos genitores, assim € necessario avaliar 0s
genatipos a fim de selecionar os acessos mais divergentes e desta forma, selecionar
0S genotipos mais promissores diminuindo os gastos e o tempo necessario para a
realizacdo de varias combinagcbes hibridas (Matei, 2010). Nesse sentido, €
necessario conhecer o quanto os acessos sao divergentes através de uma analise
de diversidade.

A andlise de diversidade pode ser estimada com base em dados qualitativos,
guantitativos e moleculares. Os marcadores moleculares por ndo sofrer influéncia
ambiental, ser altamente polimorfico e ndo depender do estadio de desenvolvimento

da planta séo ideais para este fim (Rinaldi et al., 2007).
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Os cruzamentos dialélicos permitem identificar genitores baseado-se nos
seus valores genéticos e na capacidade de combinacéo dos gendtipos (Rinaldi et al.,
2007) e assim, possibilitando a obtengéo das estimativas da Capacidade Geral de
Combinacédo (CGC) e Capacidade Especifica de Combinacao (CEC), na tentativa de
se obter hibridos produtivos e com alto vigor (Guimaraes et al., 2007). Porém, a
selecdo de gendtipos contrastantes, com base na analise de diversidade em uma
etapa anterior as hibridacdes, evitara cruzamentos desnecessarios.

Na cultura do maracujazeiro ndo existem relatos sobre a correlagdo da
estimativa da diversidade genética por meio de marcadores moleculares com
heterose. Alguns trabalhos ja foram desenvolvidos com milho (Guimarédes et al.,
2007; Paterniani et al. 2008), milho-pipoca (Rinaldi et al., 2007) e aveia (Lorencetti et
al.,, 2006). De acordo com Guimaraes et al., (2007), o uso de ferramentas
moleculares tém grande relevancia na avaliacdo da dissimilaridade genética entre
linhagens de milho e na determinacédo de grupos heteroticos entre elas, pois quanto
maior a distancia genética entre 0s genitores, maior sera a heterose e,
consequentemente, a producao do hibrido. No entanto, nem sempre ha correlacao
entre divergéncia genética obtida por marcadores moleculares e o desempenho do
hibrido (Paterniani et al. 2008).

Assim, o objetivo deste estudo foi correlacionar a heterose, estimada por
avaliacbes de gendtipos obtidos por cruzamentos dialélicos entre dois grupos de
genadtipos de maracuja amarelo, com a divergéncia genética obtida pelo do uso de

marcadores moleculares ISSR.

4.2 Material e Métodos

4.2.1 Andlise dialélica

O experimento foi conduzido em &rea de producdo, na Zona Rural da Imbira,
no municipio de Cruz das Almas (BA), em delineamento de blocos casualizados com
trés repeticbes, 41 tratamentos (11 parentais e 30 hibridos), com parcela de 4

plantas. O plantio foi realizado em novembro de 2009, em espacamento de 2,6 m
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entre linhas e 3,7 m entre plantas. O sistema de conducao utilizado foi de
espaldadeira vertical.

Os gendtipos de maracujazeiro (P. edulis Sims) estudados séao oriundos de
cruzamentos entre parentais selecionados pelo Programa de Melhoramento
Genético do Maracujazeiro da Embrapa Mandioca e Fruticultura. Para isso, foram
realizados cruzamentos entre 11 parentais com alto potencial agronémico, sendo o
grupo | utilizando como femininos (GP09-01, GP09-02, GP09-03, GP09-04, GP09-
05, GP09-06) e o grupo Il como parental masculino (GP09-07, GP09-08, GP09-09,
GP09-10 e GP09-11). Destes cruzamentos foram obtidas 30 combinacdes hibridas,
segundo o dialelo parcial tipo North Carolina - delineamento 1l (6 x 5).

Foram avaliados os seguintes caracteres agrondmicos: 1) numero de frutos
(NF); 2) peso médio de frutos (PF); 3) produtividade em t.ha™ (PROD); 4) rendimento
(REND) e 5) solidos soluveis totais (SST). A produtividade foi calculada com base
nos trés meses iniciais de colheita, sendo o calculo estendido para 9 meses de
producdo da cultura. Foi realizada uma analise de variancia e, posteriormente, as
médias das variaveis foram comparadas pelo teste de Scott Knott (Scott Knott, 1974)
a 5% de probabilidade. Para a analise dialélica parcial dos genitores e da F; foi
utiizado o método Kempthorne (1966). As estimativas da heterose (H) foram
realizadas através de: H= F; - MP, em que F; = média dos hibridos simples e MP =
média das linhagens parentais (FALCONER, 1981).

O modelo apresenta a decomposicdo da soma de quadrados de tratamentos

em somas de quadrados associados a capacidade combinatoria dos dialelos

- : . Y, =u+1/(d, +d,)+g, +g +S, +e;
parciais que incluem os parentais, sendo: H A( 1+d)+g T8 +S; ey

Em que: Y € a média do cruzamento envolvendo o i-ésimo genitor do grupo 1
e 0 j-ésimo genitor do grupo 2; 4 € a meédia geral do dialelo; d1 e d2 sdo os
contrastes envolvendo as médias dos grupos 1 e 2 e a média geral do dialelo; gi € o
efeito da capacidade geral de combinagdo do i-ésimo genitor do grupo 1; g’; é o
efeito da capacidade geral de combinacéo do j-ésimo genitor do grupo 2; S o efeito
da capacidade especifica de combinacéo e e;; é o erro experimental médio. Todas

as analises foram efetuadas com Programa GENES (CRUZ, 2008).

4.2.2 Analise molecular
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O DNA dos acessos foi extraido utilizando-se o protocolo com CTAB (brometo
de cetiltrimetilambnio) descrito por Doyle & Doyle (1987), com algumas
modificagdes, conforme o anexo 1. Para diminuir o nimero de acessos analisados e
estando os acessos representados por mais de 10 plantas no banco foi feita um pool
de DNA de cada um dos 1lparentais analisados.

A quantificacao foi feita em gel de agarose 1,0% (p/v) corado com brometo de
etideo (1,0 mg/mL) utilizando como padrdo uma série de concentracbes do fago
Lambda (Invitrogen). A estimativa da concentracdo de DNA nas amostras foi feita
visualmente com base na intensidade das bandas. Posteriormente, o DNA foi diluido
para a concentracéo final de trabalho (10ng/ pL™).

A reacao de amplificagéo foi feita no volume final de 15 uL contendo 10 ng de
DNA, tampéao de PCR 1X (Invitrogen), 1,5 mM (Mix 1) ou 2,5 mM (Mix 3) de MgCI2
(Tabela 2), 200 uM de dNTP mix, 0,3 uM de cada iniciador, 1U da Taq DNA
Polimerase.

O programa de amplificacdo foi realizado no termociclador Applied
Biosystems e consistiu de um ciclo de desnaturacéo a 94 °C por 5 min; 35 ciclos a
94 °C por 40s, 45 ou 48 °C por 40s (Tabela 2), 72 °C por 60s; e extensao final a 72
°C por 5min.

Foram utilizados 23 iniciadores de ISSR (Tabela 2). A eletroforese foi feita em
gel 2% de agarose e a coloracdo com brometo de etideo, visualizados sob luz UV. O
tamanho dos fragmentos foi determinado com marcador de peso molecular 100 pb
(Bio Labs).

Os marcadores ISSR foram convertidos em dados binarios, onde se atribui
um para presenca e zero para auséncia de bandas. Os marcadores que se
mostraram polimérficos foram submetidos a uma analise de diversidade utilizando o
coeficiente de dissimilaridade “Simple Matching” no programa Genes (Cruz, 2008).
Na matriz de dissimilaridade foi utilizado o software Mega 4.1 (Tamura et al., 2007)
para obtencdo do dendrograma utilizando como método de agrupamento o neighbor
joining. O ajuste entre a matriz de distancias e dendrograma foi verificado através de
correlacédo cofenética (rc).

Foram também estimadas as correlacbes simples entre namero de frutos
(NF); peso médio de frutos (PF); produtividade em tha™ (PROD); rendimento
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(REND) e sdélidos soluveis totais (SST), heterose (H) e capacidade especifica de
combinacédo (CEC) com a distancia genética (DG) obtida por ISSR. A significancia

da correlacao foi obtida utilizando o teste de Mantel com 5000 permutacoes.

4.3 Resultados e Discussao

O resumo da andlise de variancia dos cruzamentos dialélicos é apresentado
na Tabela 4. Os coeficientes de variagdo para os caracteres numero de frutos, peso
do fruto, produtividade, rendimento de polpa e sdlidos solUveis totais foram de
17,79%, 10,75%, 17,96%, 17,79% e 8,09%, respectivamente.

Os quadrados meédios para os tratamentos foram todos significativos pelo
teste F (P<0,01), evidenciando que os tratamentos sdo geneticamente contrastantes.
O desdobramento dos tratamentos mostra que ha diferencas significativas, excecao
para rendimento de polpa. Por outro lado, os grupos de parentais ndo diferiram
significativamente para os caracteres avaliados. Porém, a capacidade especifica de
combinagao (CEC) foi significativa para todos os caracteres agrondmicos avaliados
(P<0,01 e P<0,05) o que reflete a complementariedade de genes de efeito nao
aditivo em alguns loci. Efeito da capacidade geral de combinacdo (CGC) néo foi
significativo para todos os caracteres avaliados do grupo | e Il, a exce¢do para
namero de frutos (Tabela 4).

De acordo com Tabela 5, as médias das variaveis numero de frutos (108,11)
e produtividade (22,67) foram mais expressivas para 0s parentais do grupo |,
engquanto que, as médias das outras variaveis agronémicas analisadas foram mais
relevantes nos parentais do grupo Il, sendo que, para peso médio do fruto,
rendimento e solidos soluveis totais, as médias foram de 231,99, 29,32 e 13,2,
respectivamente.

Os hibridos 3x5’ (GP09-03xGP09-11), 5x1’ (GP09-05xGP09-07) e 4x2’(GP09-
04xGP09-08) se destacaram para todos os caracteres avaliados tanto em média,
heterose e capacidade especifica de combinacdo (tabela 5). As amplitudes das

meédias entre as variaveis agronémicas analisadas foram: 58,50 (GP09-06xGP09-07)



Pagina |36

a 170,66 (GP09-01xGP09-09), 181,13 (GP09-02xGP09-08) a 299,76 (GP09-
06xGP09-11), 14,94 (GP09-06xGP09-07) a 33,14 (GP09-03xGP09-11), 19,65
(GP09-03xGP09-10) a 35,44 (GP09-05xGP09-07) e 11,42 (GP09-01xGP09-10) a
15,16 (GP09-04xGP09-08) para numero de frutos, peso médio de frutos,
produtividade, rendimento e sélidos sollveis totais, respectivamente.

Entretanto, os valores da heterose individuais nos cruzamentos variaram em
magnitude e sinal dependendo do carater (Tabela 5). Dentre os caracteres
avaliados, a heterose variou de -62,67 a 78,0 para numero de frutos; -33,03 a 67,1
para peso do fruto; -9,28 a 14,68 para produtividade; -8,24 a 11,69 para rendimento

e -1,88 a 3,11 para solidos soluveis totais.

Tabela 4: Valores e significancias dos quadrados médios da analise de variancia,
meédia geral, média dos genitores, média dos cruzamentos e coeficiente de variacao
experimental (CV%), para os caracteres agrondmicos.

Analise de Variancia das Variaveis

Fonte de Variagéo GL Quadrado Médio

NF PF PROD REND SST

Blocos(B) 2 1071,64 1133,64 40,46 66,06 5,87
Tratamento(T) 40 1868,78** 2989,45** 81,89**  47,34*  3,74*
Parentais 10 1666,48** 2686,04** 93,88**  35,23"™  7,20**
Grupo | 5  1867,27* 2282,48** 105,98** 44,77  5,28**
Grupo I 4  1641,87* 3385,05** 101,75 21,74™ 11,39*
Grupo | vs Grupo |l 1 760,96 1907,77" 1,93™ 41,45"™  0,07™
Parentais vs Cruz 1 30,81™ 12431,87**  132,28** 24,93 0,87™
Cruzamento 29  2001,92** 2768,47** 76,01**  52,30**  2,65**
CGC Grupo | 5  3177,35* 4973,91™ 48,83 51,92 0,97
CGC Grupo I 4  1515,77* 1762,76"™ 63,21  73,96™ 5,41™
CECIxI 20 1805,29** 2418,25** 85,37**  48,06*  2,52**

Residuo 80 346,03 668,04 18,83 23,68 11
Total 122

CV(%) 17,79 10,75 17,96 17,79 8,09
Média Geral 104,55 240,27 24,16 27,35 13,01
Média Parentais 103,22 224,36 22,42 28,19 13,15
Média Cruzamento 104,85 245,8 24,78 27,07 12,91

* ** ns : Significativo a 5%; significativo a 1% e ndo significativo, respectivamente pelo teste F.
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Tabela 5: Valores médios obtidos para numero de frutos, peso do fruto, produtividade, rendimento e solidos solUveis totais de parentais e 30
hibridos do dialelo parcial, heterose (H), estimativa da capacidade especifica de combinacao (Sij) e valores de divergéncia genética (DG)
obtida por ISSR.

T Parentais e Hibridos Origem Numero de Frutos (NF) Peso do Fruto (PF) Produtividade (t.ha-1) Rendimento Solidos Sollveis Totais DG ISSR
MédiaNF  H S; MédiaPF H §; MédiaPROD H §; MédiaREND H §; MédiaSST H S;

1(1) GP09-01 108,00c - - 164,35b - - 17,18b - - 28,99a - - 13,47a - - -

2(2) GP09-02 113,33b - - 221,40b - - 24,46a - - 30,88a - - 12,8b - - -

3(3) GP09-03 152,00a - - 218,40b - - 32,28a - - 25,80b - - 12,34b - - -

4 (4) GP09-04 89,00c - - 231,03b - - 20,03b - - 26,77b - - 15,01a - - -

5 (5) GP09-05 80,00c - - 219,80b - - 16,64b - - 20,19b - - 11,16b - - -

6 (6) GP09-06 106,33c - - 245,40b - - 25,43a - - 29,79a - - 13,88a - - -

Média G I(i) 108,11 216,73 22,67 27,07 13,11

71 GP09-07 94,00c - - 227,48b - - 20,55b - - 27,32b - - 12,95b - - -

8(2) GP09-08 136,33b - - 206,93b - - 27,58a - - 33,70a - - 15,13a - - -

9(3) GP09-09 77,33c - - 213,77b - - 16,20b - - 28,44a - - 13,82a - - -

10 (4 GP09-10 82,00c - - 221,33b - - 17,56b - - 29,99a - - 10,01b - - -

11 (5 GP09-11 102,00c - - 290,46a - - 29,01a - - 27,17b - - 14,1a - - -

Média G I1(j) 98,33 231,99 22,18 29,32 13,2

12 N GP09-01 x GP09-07 122,33b 21,33 7,86 209,93b 14,01 -10,93 24,99a -6,12 1,46 26,79b -1,36 -3,17 13,6a 0,39 051 0,1089
13 2x1' GP09-02 x GP09-07  77,33c  -26,33 -18,19 263,33a 38,88 18,84 19,79b -2,72 -2,77 29,59a 048 -253 12,78b  -0,09 -0,79 0,0621
14 3x1' GP09-03 x GP09-07  60,33c  -62,67 -28,26 290,05a 67,1 27,16 17,13b -9,28 -5,34 33,68a 712 1,7 13,98a 1,34 1 0,0948
15 4x1' GP09-04 x GP09-07  97,66¢C 6,17 7,67 237,65b 8,39 -25,83 22,62b 2,32 -0,38 32,83a 579 1,87 12,72b  -1,26 -0,32 0,0495
16 5x1' GP09-05 x GP09-07 125,33b 38,33 43,3 254,86a 31,22 0,7 31,22a 12,63 11,02 35,44a 11,69 5.86 12,4b 0,34 -0,51 0,1115
17 6x1' GP09-06 x GP09-07  58,50c -41,66 -12,39 261,60b 25,15 -9,93 14,94b -8,04 -3,97 23,39 -5,17 -3,73 13,00b -0,41 0,11 0,0848
18 1x2' GP09-01 x GP09-08  87,66c -34,49 -50,95 238,08a 53,16 38,25 20,49b 1,89 -7,35 23,75b -759 -354 12,72a  -1,58 -1,08 0,1167
19 2x2' GP09-02 x GP09-08 139,33b 14,5 19,63 181,13b -33,03 -43,03 27,74a 1,73 0,85 27,93a -435 -1,51 13,96a 0 0,33 0,0906
20 3x2' GP09-03 x GP09-08 128,66b -15,49 159 228,93b 16,26 -13,63 28,22a -1,71 1,4 30,33a 0,58 1,02 14,62a 0,8 091 0,1219
21 4x2' GP09-04 x GP09-08 120,00b 7,33 583 262,93a 43,95 19,76 30,54a 6,74 321 32,48a 2,24 4,18 15,16a 0,09 1,39 0,0883
22 5x2' GP09-05 x GP09-08 86,50c -21,66 19,69 223,65b 10,28 -10,19 18,45b -3,66 -6,08 23,14b -3,8 -3,76 12,43b -0,71 -1,2 0,1387
23 6x2' GP09-06 x GP09-08  124,33b 3 29,26 260,06a 339 8,85 31,22a 4,72 7,97 28,06a -3,69 3,6 13,92a  -0,58 0,31 0,1145
24 1x3' GP09-01 x GP09-09 170,66a 78 36,84 189,73b 0,66 -21,64 31,23a 14,54 4,22 24,84b -3,86 0,19 13,54a -0,1 0,88 0,0883
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T Parentais e Hibridos Origem Numero de Frutos (NF) Peso do Fruto (PF) Produtividade (t.ha-1) Rendimento Solidos Sollveis Totais DG ISSR
MédiaNF  H S; MédiaPF H S; MédiaPROD H S§; MédiaREND H S; MeédiaSST H S;

25 2x3' GP09-02 x GP09-09 103,00c 7,67 -11,88 252,26a 34,68 17,27 25,09a 4,76  -0,95 28,43a -1,23 1,6 13,94a 0,63 0,71 0,0938
26 3x3' GP09-03 x GP09-09 97,33¢c -17,33 -10,62 209,53b -6,56 -43,86 20,04b -42  -592 29,14a 2,03 247 12,44b  -0,65 -0,19 0,1000
27 4x3' GP09-04 x GP09-09 118,00b 34,83 8,64 28580a 63,39 318 32,79a 14,68 6,31 23,84b -3,76 -1,81  12,21b  -0,22 -0,48 0,0978
28 5x3' GP09-05 x GP09-09  80,66¢ 2 -20,71 280,83a 64,04 36,15 21,99b 557 -1,69 20,56b -3,76 -3,71  12,29b -0,2 -0,27 0,1129
29 6x3' GP09-06 x GP09-09  88,00c  -3,83 -2,25 24233b 12,74 -19,71 20,44b -0,36 -1,95 23,07b -6,04 1,26 11,97b  -1,88 -0,56 0,1010
30 1x4' GP09-01 x GP09-10  129,00b 34 195 21560b 22,76 3,21 26,99a 9,62 094 28,66a -0,82 2,96 11,42b  -0,31 -0,87 0,1197
31 2x4' GP09-02 x GP09-10 105,00c 7,33 -3,11 257,20a 35,83 21,18 26,45a 544 1,35 34,16a 3,72 6,29 13,68a 2,27 0,87 0,1090
32 3x4' GP09-03 x GP09-10  104,00c -13 2,82 283,40a 63,53 28,99 28,91a 399 3,89 19,65b -8,24 -8,07  11,46b 0,29 -0,73 10,1186
33 4x4' GP09-04 x GP09-10 114,66b 29,17 12,08 211,86b -14,31 -43,14 23,79b 5 -1,73 24,53b -3,84 -2,16 11,46b -1,04 -0,8 0,1165
34 5x4' GP09-05 x GP09-10  87,66¢ 6,67 -6,94 237,30b 16,73 -8,39 20,09b 2,99 -2,64 26,74b 164 141 13,70a 3,11 1,56 0,1457
35 6x4' GP09-06 x GP09-10  76,66c -17,49 -6,8 261,20a 27,83 -1,86 19,62b -1,86 -1,82 22,42b -7,46 -0,43  12,09b 0,14 -0,01 10,1384
36 1x5' GP09-01 x GP09-11 135,66b 30,33 4,28 217,53b -9,88 -89 28,92a 582 0,71 29,72a 1,63 3,56 13,53a  -0,26 0,63 0,1126
37 2x5' GP09-02 x GP09-11  126,00b 18 13,55 235,80b -20,13 -14,25 28,78a 2,04 1,552 24,47b -456 -3,85 1293 -0,52 -0,45 0,1229
38 3x5' GP09-03 x GP09-11 125,66b -1,66 20,15 269,80a 15,36 1,34 33,14a 249 597 31,04a 456 2,87 11,80b  -1,43 -0,99 0,1570
39 4x5' GP09-04 x GP09-11  72,66c -23,16 -34,24 286,46a 25,72 17,41 20,29b -4,23  -74 25,07b -1,9 -2,08 13,09b -1,47 0,22 0,1229
40 5x5' GP09-05 x GP09-11  103,00c 11,66 4,05 241,46b -13,66 -18,26 24,29a 1,46 -0,59 25,98b 229 02 13,16a 052 043 0,1195
41 6x5' GP09-06 x GP09-11  80,00c  -24,5 -7,81 299,76a 31,83 22,66 23,39 -3,83 -0,21 22,62b -5,87 -0,69 12,85 -1,14 0,15 0,1071

Média cruz. (ij) 104,85 245,8 24,78 27,07 12,91

Média Geral 104,55 240,27 24,16 27,35 13,01

Dms (5%) 61,59 85,58 14,37 16,11 3,48

CV (%) 17,79 10,75 17,96 17,79 8,09
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As estimativas de capacidade especifica de combinacdo (CEC) foram mais
expressivas do que §;, porem as médias das variaveis ndo apresentam associagao
entre 0s cruzamentos, uma vez que, os cruzamentos 5x1’ (GP09-05 x GP09-07)
apresentou maior valor de Sij (43,3) e NF médio de 125,33, enquanto que o
cruzamento 1x3’ (GP09-01 x GP09-09) apresentou a maior média para NF 170,66 e
S;; de 36,84.

Para peso de frutos o cruzamento 1x2’ (GP09-01x GP09-08) apresentou Sij de
38,25 e média de 238,08, enquanto que 6x5’ (GP09-05xGP09-11) apresentou maior
média para esta variavel 299,76 e S; de 22,66.

No caso da produtividade, o cruzamento 5x1’ (GP09-05xGP09-07) mostrou
maior valor para S; (11,02) com média 31,22, enquanto o cruzamento 3x5’ (GP09-
03xGP09-11) apresentou média de 33,14 e S; de 5,97. Para rendimento de polpa 2 x
4’ (GP09-02xGP09-10) apresentou maior valor de S; (6,29) com destaque no valor
da média de 34,16. Em relacdo aos SST o cruzamento 5x4’ (GP09-05xGP09-10)
apresentou maior S; (1,56) e média de 13,7° brix, enquanto que 3x2' (GP09-04x
GP09-08) obteve a maior média (15,16) com S;;de 1,39.

Segundo Toro (2006), nem sempre o0s hibridos com maior heterose
apresentam as médias superiores. Isso é devido ao fato de que a superioridade de
um hibrido simples depende tanto da quantidade dos loci em heterozigose quanto da
média dos genitores. Alguns genitores ruins podem produzir hibridos com valores
expressivos de heterose, porém, as suas meédias ainda serdo baixas em relagdo a
média de todos os cruzamentos.

Na Tabela 6 estdo descritas as medias das variaveis e as estimativas de
capacidade geral de combinacéao (§;) dos genitores para o carater numero de frutos.
De maneira geral, a maioria dos parentais apresentou valores positivos e de
magnitude varidvel com destaque para os genitores GP09-01 (grupo |) e o GP09-09
(grupo 2) com valores de capacidade geral de combinacdo de 24,26 e 15,32,
respectivamente. Evidenciando a presenca de efeitos aditivos no controle genético

para esta variavel.
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Tabela 6: Estimativas dos efeitos da capacidade geral de combinagao (§;) de 11
parentais de maracuja amarelo e a variavel numero de fruto (NF).

Genitores NF g
Grupo |
1 GP09-01 108,00 c 24,26
2 GP09-02 113,33 b 2,66
3 GP09-03 152,00 a -23,6
4 GP09-04 89,00 c 9,3
5 GP09-05 80,00 c 5,83
6 GP09-06 106,33 c -18,46
DP (gi) 6,57
Grupo Il
1' GP09-07 94,00 c -12,37
2' GP09-08 136,33 b -9,37
3' GP09-09 77,33 ¢C 15,32
4' GP09-10 82,00 c 6,21
5'GP09-11 102,66 c 0,21
DP (9 6,2

As maiores estimativas dos efeitos da capacidade especifica de combinacgéo
estdo relacionadas com as interacfes dos efeitos ndo aditivos resultantes da
complementacdo génica entre os parentais, 0 que possibilita antever respostas de
ganho genético com a exploracédo da heterose (Costa, 2006).

No presente trabalho ndo houve correlacdo significativa entre a diversidade
genética, obtidos através de marcadores ISSR, com heterose, capacidade especifica
de combinacdo (S;) e médias das varidveis, conforme apresentado na Tabela 7.
Moser et al. (1994), sugerem que o uso de marcadores morfo-agrondmicos podem
ser mais Uteis para a predicdo do comportamento de hibridos do que marcadores
neutros, a exemplo de alguns tipos de marcadores moleculares. Essa afirmacéao
corrobora o0s resultados obtidos com o maracujazeiro amarelo, em que o0s
marcadores moleculares ISSR ndo foram capazes de analisar variacdes de DNA
associadas a heterose para caracteristicas de importancia agronémica para a

cultura.
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Tabela 7: Estimativas de coeficientes de correlacdo entre nimero de frutos (NF),
peso do fruto (PF), produtividade (PROD), rendimento (REND) e solidos sollveis
totais (SST), heterose em relacdo a media dos genitores (H) e capacidade especifica
de combinac&o (8;) com distancia genética obtida por ISSR.

Dialelo
ISSR ISSR ISSR ISSR ISSR
NF 0,04™ PF 005 PROD 0,11™ REND -0,25™ SST -0,24™
H -001™ H -007™ H 0,00 H 013" H 0,11™
§; 008" §; 0,04" $; 0,03™ § -003° §; -011™

": n&o significante pela estatistica de Mantel.

Estudos realizados com aveia por Lorencetti et al. (2006) e linhagens de milho

por Paterniani et al. (2008) apresentaram resultados semelhantes a este trabalho,

uma vez que, a distancia genética obtida por marcadores dominantes e co-

dominantes néo se correlacionaram com os caracteres morfoldégicos analisados.

4.4 Conclusodes

» Ha predominéncia de efeitos ndo aditivos para as variaveis analisadas no

local de estudo, uma vez que, as estimativas da capacidade especifica de

combinacdo foram significantes para todos os caracteres agronémicos

avaliados;

» Apenas a variavel nimero de frutos apresentou efeitos aditivos no controle

genetico;

» As distancias genéticas obtidas por ISSR ndo foram correlacionadas com a

heterose dos hibridos, o que ndo permite predizer o comportamento dos

hibridos.
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ANEXO |

PROTOCOLO PARA EXTRAQAO DE DNA EM TECIDO VEGETAL (MINI-PREP)
(Doyle & Doyle, 1987, com modificacdes)

SOLUCAO TAMPAO DE EXTRACAO

SOLUCOES/REAGENTES/CONC. FINAL V. FINAL 10 mL
CTAB a 10% 2,0 % 2,0 mL
NaCla5M 1,4M 2,8 mL
Tris HCl a 1M pH 8,0 0,1M 1,0 mL
EDTAa05M 20 mM 400 pL
2-mercaptoetanol 0,4 % 40 uL
PVP (Polivinilpirrolidona) 1,0 % 0,19
H,O de milli-Q 3,76 mL

1. Coletar as amostras de folhas de plantas, de preferéncia jovens e saudaveis,
evitando areas atacadas por pragas e doencas. De modo geral deve-se lavar
as folhas em agua corrente, usando sempre que necessario detergente.

Enxaguar com agua destilada e secar com papel toalha.

2. Macerar 300 mg do tecido vegetal em almofariz na presenca de nitrogénio

liguido ou diretamente no tubo usando um micro-pistilo.

3. Transferir a amostra para tubo de eppendorf de 2 mL e adicionar 700 uL da
solucdo tampdao de extragdo a 65°C. Homogeneizar suavemente, pér inversao,

durante 5 minutos.

4. Incubar os tubos em banho-maria a 65°C por 45 minutos, e homogeneizar a

cada 15 minutos.
5. Retirar do banho-maria.

6. Adicionar 700 pL de cloroférmio: alcool Isoamilico (24:1), e homogeneizar

suavemente.



10.

11.

12.
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14.

15.
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17.
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20.

21.

22.
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Centrifugar por 10 minutos a 10.000 rpm.
Coletar o sobrenadante e transferir para novos tubos.

Adicionar 700 pL de cloroférmio: &lcool Isoamilico (24:1), e homogeneizar

suavemente.
Centrifugar por 10 minutos a 10.000 rpm.
Coletar o sobrenadante e transferir para novos tubos.

Adicionar 450 pL de alcool Isopropilico (gelado). Tem que ser equivalente a
aproximadamente 2/3 do volume coletado. Homogeneizar suavemente, incubar
a (-20°C) por 20 minutos.

Centrifugar por 10 minutos a 12.000 rpm.

Ressuspender o DNA isolado em 600 pL de tampédo TE (Tris-HCI 10 mM, pH
8,0; EDTA 1 mM) e adicionar 200 pL de acetato de amoénio a 7,5 M.

Fechar o tubo e misturar suavemente por inversdo para homogeneizar a

solucédo. Incubar no gelo por 15 minutos.

Centrifugar por 15 minutos a 12.000 rpm. Transferir o sobrenadante para um

novo tubo.

Adicionar 800 pL de ETANOL ABSOLUTO ao sobrenadante e misture

suavemente por inversdo. Incube por 1 hora a -20°C.
Centrifugar por 10 minutos a 12.000 rpm.

Lavar o precipitado com etanol 70% gelado (v/v) (500 pL) e centrifugar

novamente nas mesmas condi¢cdes anteriores por 3 minutos.

Secar o precipitado e dissolver em 100 pL de tampéo TE (Tris-HCI 10 mM, pH
8,0; EDTA 1 mM) + 1 pL de RNAse (10 mg/ml).

Colocar na estufa a 37°C durante 1 hora.

Guardar o DNA no -20°C (armazenamento).



