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RESUMO

O maracujazeiro pertence a familia Passifloraceae e ao género Passiflora que é o
mais importante economicamente. Altitudes entre 100 a 900 m séo indicadas para o
plantio do maracujazeiro e estudos sobre localizacdes geograficas distintas
possibilitam expressdes do gendtipo, influenciadas pelas condigbes ambientais. O
gradiente altitudinal influencia a distribuicdo da variacdo genética dentro e entre
populacdes de plantas e a diversidade genética muda com a altitude. O presente
trabalho teve como objetivo avaliar a qualidade fisiolégica de sementes e a
diversidade genética de maracujazeiros cultivados em diferentes altitudes do Espirito
Santo. Para avaliacdo da qualidade fisiolégica das sementes, os frutos de Passiflora
spp. maduros foram colhidos em pomares localizados em altitudes baixa (0-100 m),
média (>100 até 600 m) e alta (>600 m) de diferentes municipios do Espirito Santo.
Os tratamentos pré-germinativos nas sementes foram: T1- escarificacdo fisica, feita
manualmente com lixa d"agua n° 120; T2- tratamento com acido giberélico (GA3) na
concentracdo de 500 mg L™ com embebicdo por 24 horas e T3- sementes sem
escarificacdo realizados nas sementes em laboratorio e em casa de vegetagéo. Foi
avaliado o envelhecimento acelerado tradicional, envelhecimento acelerado com
saturacao salina e deterioracdo controlada em sementes de maracuja amarelo sem
escarificacdo localizado em alta altitude e as condicbes que apresentaram menor
deterioracdo das sementes para aplicacdo as demais espécies e altitudes com os
respectivos tratamentos pré-germinativos que apresentaram maiores valores de
germinacdo e vigor em laboratério e em casa de vegetacdo. Assim, para as
sementes do maracuja amarelo utilizou-se o tratamento sem escarificacdo, para
sementes de maracuja roxo, a escarificacdo fisica e para as sementes de maracuja
doce, o tratamento com &cido giberélico. O teste de envelhecimento acelerado com
saturacao salina a 43 °C por 72 horas e deterioracdo controlada a 25% de umidade
expostas por 24 horas diferencia as espécies nas diferentes altitudes. Sementes de
maracuja amarelo e sementes localizadas em alta altitude apresentam qualidade
fisiologica superior. Para a avaliagdo da diversidade genética foram utilizadas folhas
jovens de cinco plantas matrizes de Passiflora edulis Sims f. flavicarpa Degener, P.
edulis Sims e P. alata Curtis cultivadas em trés altitudes (baixa, média e alta) do
Espirito Santo. Para SSR foi encontrado baixo numero de alelos, alta
heterozigosidade esperada e altos valores de PIC e para a andlise ISSR detectou
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um elevado namero de bandas por primer e alto polimorfismo. Ha maior similaridade
genética entre P. edulis f. flavicarpa Deg. e P. edulis. Passiflora alata apresenta
maior distancia genética em relacao as espécies. As populacdes de baixa altitude se

diferenciam das demais independente da espécie e do marcador utilizado.

Palavras-chave: Passiflora spp. Germinacéo. Vigor. Altitude. Diversidade.



ABSTRACT

The passion fruit belongs to the Passifloraceae family and genus Passiflora that is
the most important economically. Altitudes between 100-900 m are recommended for
planting the passion and studies on different geographical locations allow
expressions of genotype influenced by environmental conditions. The altitudinal
gradient influences the distribution of genetic variation within and between
populations of plants and genetic diversity changes with altitude. This study aimed to
evaluate the physiological quality of seeds and genetic diversity of passion fruit
grown at different altitudes of the Espirito Santo. To evaluate the physiological quality
of seeds, Passiflora spp fruit mature were harvested from orchards located in low
altitudes (0-100 m), medium (> 100 to 600 m) and high (> 600 m) of different
municipalities of the Espirito Santo. The pre-germination treatments were: T1-
physical scarification done manually with water sandpaper n° 120; T2- treatment with
gibberellic acid (GAs) at a concentration of 500 mg L™ with soaking for 24 hours and
T3- seeds without scarification performed in seeds in the laboratory and greenhouse.
We evaluated the traditional accelerated aging, accelerated aging with salt saturation
and controlled deterioration in yellow passion fruit seeds without scarification located
at high altitude and conditions showed less deterioration of seed for application to
other species and altitudes with their pre-germination treatments had higher
germination and vigor values in laboratory and greenhouse. Thus, to the seeds of
passion fruit was used treatment without scarifying to purple passion fruit seeds,
physical scraping and the fresh passion fruit seed treatment with gibberellic acid. The
accelerated aging test with saline saturation at 43 °C for 72 hours and controlled
deterioration to 25% humidity for 24 hours exposed different species at different
altitudes. Passion fruit seeds and high altitude located seeds have higher
physiological quality. For the assessment of genetic diversity young leaves were
used five mother plants of Passiflora edulis Sims f. flavicarpa, P. edulis Sims and P.
alata grown in three heights (low, medium and high) of the Espirito Santo. SSR was
found low number of alleles, heterozygosity was high and high PIC values and the
ISSR analysis revealed a large number of bands per primer and high polymorphism.
There is greater genetic similarity between P. edulis f. flavicarpa and P. edulis.
Passiflora alata has greater genetic distance for the species. The lowland

populations differ from other independent of the species and the marker used.



Keywords: Passiflora spp. Germination. Vigor. Altitude. Diversity.
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1 INTRODUCAO

O maracujazeiro pertence a familia Passifloraceae, e ao género Passiflora, que se
destaca como o mais importante economicamente. O Brasil € considerado centro de
origem de aproximadamente 139 espécies conhecidas, das quais 89 sdo endémicas,
0 que o torna centro de diversidade genética do género (BERNACCI et al., 2013). A
planta desenvolve-se bem nas regides tropicais e subtropicais sendo, portanto, de
clima quente e umido (LIMA; BORGES, 2004).

O Passiflora edulis Sims f. flavicarpa Degener (maracujazeiro amarelo) é a espécie
mais cultivada, responsavel por 95% da é&rea plantada no Brasil (MELETTI et al.,
2011), que apresenta excelentes condi¢cdes para o cultivo do maracujazeiro. O
maracujazeiro roxo (P. edulis Sims) e o maracujazeiro doce (P. alata Curtis) séo
cultivados em pequenas areas para o consumo em mercados restritos (SANTOS et
al., 2011).

A importancia em desenvolver trabalhos com frutos e sementes de diferentes
localidades geogréficas reside na possibilidade de estudar e identificar as diferencas
fenotipicas determinadas pelas variagdes ambientais, pois o meio pode favorecer a
expressdo de determinadas caracteristicas, que em outro local ndo se
manifestariam. Mesmo a espécie sendo endémica, suas sementes estao sujeitas as
variacfes de temperatura, ao comprimento do dia, aos indices de pluviosidade e a
outras variantes cujo meio pode ser adequado para expressar sua COmMpOSICAo
genética, que em outro local ndo expressaria (BOTEZELLI et al., 2000).

As regides mais indicadas para o plantio do maracujazeiro sdo as de altitudes entre
100 a 900 m, com temperatura média entre 25 e 26 °C; precipitacdo pluviométrica
ideal entre 1.200 a 1.400 mm bem distribuida ao longo do ano, umidade relativa do
ar baixa e luminosidade alta. A planta necessita de 11 horas de luz/dia para entrar
em floracdo para producdo de frutos com 6timo aspecto, sabor e aroma (FRAIFE
FILHO et al.,, 2010). Embora o maracujazeiro tenha boa adaptagdo aos diversos
tipos de solos, € necessario que o mesmo seja profundo e tenha, principalmente,
boa drenagem (ALEXANDRE et al., 2009; LOPES et al., 2013).

Apesar da grande expansao da cultura, muitos sdo os problemas enfrentados pelos
fruticultores que cultivam o maracujazeiro, entre eles a propagacédo (MARTINS et al.,

2006). A geminacdo é lenta e desuniforme, ocasionada por fatores de natureza
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variada, como a utilizagdo de sementes obtidas de plantas ndo selecionadas,
presenca de substancias fitorreguladoras, sementes com tegumento impermeavel e

presenca de fungos associados as sementes (LOPES et al., 2007; 2013).

Para promover a germinacdo das sementes de maracujas, os tratamentos de
escarificacdo e reguladores vegetais séo eficientes por permitirem a entrada de agua
na semente. Em alguns casos, a entrada de gases ou luz é necessaria a
germinacao, pois a retirada do tegumento determina maior sensibilidade a luz, a
temperatura e a remocao de inibidores ou promotores da germinacéao, influenciando
0 metabolismo das sementes (LOPES et al., 2006). Na escarificacdo ocorre
rompimento da impermeabilidade do tegumento, com métodos que usam superficie
abrasiva (escarificacdo fisica ou mecanica) e solu¢cdes quimicas (escarificacao
quimica) (OLIVEIRA et al., 2008; FREITAS et al., 2009). O uso de reguladores de
crescimento como o &cido giberélico favorece o desempenho das plantulas, acelera
a velocidade de emergéncia de plantulas, importante na regulacdo da maturacao,

dorméncia e germinacdo das sementes (ARAGAO et al., 2006).

O género Passiflora apresenta ampla variabilidade genética natural, € uma planta
alégama, que esta diretamente ligada a autoincompatibilidade do maracujazeiro
(MELETTI et al., 2010).

Os marcadores moleculares sao capazes de localizar diferencas significativas em
nivel de DNA e ndo sdo afetados por influéncias ambientais, ndo dependem do
estadio de desenvolvimento da planta e sdo ideais para detectar o polimorfismo

molecular entre e dentro das espécies (COSTA et al., 2012).

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ASPECTOS GERAIS DA CULTURA DO MARACUJAZEIRO

O maracujazeiro pertence a familia Passifloraceae, a ordem Violales, a classe
Magnoliopsida e ao filo Magnoliophyta. Desde 1553 existem registros de plantas
desta familia e houve divergéncias quanto ao numero de géneros e espécies da
familia quando o primeiro registro literario de uma planta pertencente ao grupo foi
escrito na Colémbia (JORGENSEN; MACDOUGAL, 2014). O namero de espécies da
familia Passifloraceae varia entre 520 (WATSON; DALLWITZ, 2012) e 700
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(FEUILLET, 2004) e o numero de géneros varia entre 18 (FEUILLET, 2004;
WATSON; DALLWITZ, 2012) e 23 (BARROSO, 1978). Tais varia¢gOes sao resultados

de incertezas taxondémicas, uso de sindnimos e descricdes de novas espécies.

Aproximadamente 96% das espécies estdo distribuidas na América Tropical, com
registros de espécies na india, na China, no Sudeste Asiatico, na Austréalia, nas ilhas
do Pacifico e nas regides vizinhas. Colémbia e Brasil sdo centros de diversidade
com aproximadamente 30% das espécies de Passiflora encontradas nesses paises
(cerca de 170 na Colébmbia e 150 no Brasil), incluindo 89 que sdo endémicas do
Brasil (OCAMPO et al., 2010; BERNACCI et al., 2014).

O Brasil destaca-se no cenario internacional como o maior produtor mundial de
maracujd amarelo (Passiflora edulis Sims f. flavicarpa Degener), com 923.035
toneladas em uma area aproximada de 61.842 hectares. A regido Nordeste lidera a
producdo brasileira, respondendo por mais da metade da produgdo nacional,
seguida pelas regides Sudeste, Norte, Centro-Oeste e Sul (IBGE, 2013).

O estado do Espirito Santo € o segundo maior produtor nacional de maracuja.
Contribui expressivamente com a fruticultura, que se destaca como atividade
agricola de rentabilidade para cerca de 80% das propriedades rurais capixabas, que
sdo a base familiar, entre outras acdes que sdo desenvolvidas em 13 polos de
fruticultura no estado, e a cultura do maracuja, que sofreu uma queda em 2010, teve
uma elevada ascensdo em 2013 (CANAL DO PRODUTOR, 2013).

Os principais municipios produtores do Espirito Santo sdo Jaguaré, Sooretama,
Pinheiros, Linhares, Sdo Mateus, Concei¢do da Barra, Santa Maria de Jetiba e Rio
Bananal. Apresenta uma area plantada de 2,0 mil hectares e teve uma produc¢éo de
50 mil toneladas na safra de 2013 (CEASA, 2013).

No Brasil sdo produzidas comercialmente Passiflora edulis Sims f. flavicarpa
Degener e P. alata, enquanto, em outros paises da América Latina sdo cultivadas
outras espécies como P. ligularis Juss, P. mollissima Bailey, P. edulis Sims, P.
maliformis e P. quadrangularis (MIRANDA et al., 2009). Apesar da imensa
variedade, dos sabores e dos aromas, a maioria dos frutos comestiveis de
maracujas é desconhecida fora do seu centro de origem, onde crescem, de forma

selvagem, ou sdo pouco cultivados.

O maracujazeiro € uma planta de clima tropical e subtropical, com temperatura
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média entre 25 e 26 °C; precipitacdo pluviométrica ideal entre 1.200 a 1.400 mm
bem distribuida ao longo do ano. Os solos mais recomendados sdo 0s areno-
argilosos, profundos, férteis, bem drenados, com topografia plana a ligeiramente
ondulada, com pH entre 5,0 e 6,5. A altitude do cultivo deve estar entre 100 e 900 m,
a umidade relativa do ar deve ser baixa e a luminosidade alta. A planta necessita de
11 horas de luz/dia para entrar em floracdo para producdo de frutos com Gtimo
aspecto, sabor e aroma (FRAIFE FILHO et al., 2010).

O maracuja amarelo (Passiflora edulis Sims f. flavicarpa Degener) e o maracuja roxo
(Passiflora edulis Sims) pertencem a mesma espécie de maracujazeiro, pois 0S
descendentes hibridos entre as duas formas séo férteis e normais. Estima-se que,
juntos, o maracuja azedo ou maracuja amarelo e o maracuja roxo ocupem mais de
90% da éarea cultivada no mundo (FALEIRO et al.,, 2005). O maracuja amarelo
apresenta casca de cor amarelada, € uma planta mais vigorosa, adapta melhor em
dias quentes, apresenta maior produtividade, maior acidez total, maior rendimento
em suco, frutos maiores e sementes com coloracao pardo-escuras (PEREIRA et al.,
2006).

O maracuja roxo possui sabor e aroma mais intensos, maior percentagem de
acucares, elevado teor de sélidos soluveis (°Brix) e sementes pretas, sendo mais
indicado para locais de maior altitude e clima mais frios sendo cultivado na Austrélia,
na Africa e no Sudeste Asiatico (PEREIRA et al., 2006).

O maracuja doce produz um fruto perfumado, com polpa de sabor doce, levemente
acidulada, com aroma e paladar atraentes e agradaveis, sendo particularmente
consumido como fruta fresca, ao contrario do maracuja amarelo ou azedo. Dessa
forma, a polpa dos frutos de maracuja doce nao é utilizada na industria como
matéria-prima para producdo de suco, poisS Seu suco possui sabor enjoativo
(PEREIRA et al., 2006; MELETTI et al., 2003).

Apesar do investimento inicial elevado, o pequeno produtor encontra na cultura do
maracujazeiro a base da sustentagcdo de sua familia e de sua propriedade, podendo
contar praticamente o ano inteiro com uma pequena produgdo. Foi assim que a
cultura se desenvolveu e até hoje, a agricultura familiar tem sido responsavel pela
expansdo dos pomares comerciais. Com isso, a cultura do maracuja tem
desempenhado uma importante funcéo social, gera uma oportunidade de emprego

no campo para a populagdo de baixa renda, a reducdo de éxodo rural, a
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sustentabilidade ambiental e econdmica das propriedades rurais (MELETTI, 2011,
NOGUEIRA, 2013).

2.2 QUALIDADE FISIOLOGICA DE SEMENTES DE MARACUJA

A qualidade das sementes compreende um conjunto de caracteristicas que
determinam seu valor para a semeadura, de modo que o potencial de desempenho
das sementes somente pode ser identificado, quando ha interacdo dos atributos de
natureza genética, fisica, fisioldgica e sanitaria que afetam a sua capacidade de
germinar e desenvolver plantula normal rapidamente para o sucesso da cultura
(MARCOS FILHO, 2005; SANTOS et al., 2007).

A capacidade da semente desempenhar suas funcdes vitais, caracteriza-se pela
longevidade, pela germinacédo e pelo vigor. A reducdo na qualidade fisiolégica é
atribuida ao decréscimo na percentagem de germinacdo, ao aumento de plantulas

anormais e a reducéo no vigor das plantulas (TOLEDO et al., 2009).

A qualidade fisiol6gica é avaliada normalmente pelo teste de germinacdo, que tem
por objetivo determinar o potencial maximo de germinagao do lote de sementes, cujo
valor podera ser usado para comparar a qualidade de diferentes lotes e estimar o
valor de semeadura no campo, que em sua conduc¢ao considera as condicfes ideais
requeridas pela espécie, em que ela externa sua maxima capacidade germinativa.
No entanto, sob condicdo de campo pode ocorrer grande variagcao, onde se destaca
a utilizacdo de testes de vigor para obtencdo de resultados mais consistentes na
conducédo da semeadura (LOPES; ALEXANDRE, 2010).

Os testes de qualidade fisiolégica, como envelhecimento acelerado e deterioracéo
controlada podem fornecer parametros de vigor e viabilidade das sementes. Estes
testes estdo relacionados com a degradacdo das membranas celulares e com a
reducdo das atividades respiratorias e biossintéticas, sendo 0s eventos iniciais da

sequéncia de deterioracdo das sementes (BINOTTI et al., 2008).

O teste de envelhecimento acelerado caracteriza-se pelo uso de condi¢des artificiais
de elevada umidade e temperatura para acelerar a deterioracdo das sementes e,
assim, identificar o vigor e o potencial de armazenamento (DELOUCHE; BASKIN,

1973). E reconhecido como um dos mais difundidos para a avaliacido da qualidade
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fisiologica das sementes de vérias espécies cultivadas, sendo capaz de proporcionar
informacdes com alto grau de consisténcia (HAMPTON; TEKRONY, 1995). O teste é
avaliado pela diferenca de sensibilidade apresentada pelas sementes ao
envelhecimento. Sementes mais vigorosas apresentam germinacao elevada e maior
capacidade de produzir plantulas normais ap0s serem submetidas a tratamentos de
envelhecimento acelerado, enquanto, aquelas de baixo vigor apresentam maior
reducado de sua viabilidade (MARCOS FILHO, 1994; VIEIRA; CARVALHO, 1994).

O teste de envelhecimento acelerado é estudado com vistas a padronizacdo nas
sementes, no qual foi originalmente desenvolvido para estimar a longevidade de
sementes armazenadas devido aos processos de deterioracdo ocorridos neste teste
serem semelhantes aos que ocorrem no envelhecimento natural das sementes,
porém, a uma velocidade acelerada (MARCOS FILHO, 1999).

A diferenca na absorcdo de agua pelas sementes no teste de envelhecimento
acelerado € variavel em funcdo da atmosfera Umida em que as sementes serao
mantidas durante o teste, ocorrendo variacbes acentuadas no grau de umidade,
guando mantidas em ambiente saturado com agua pura, em relacdo aquele
saturado com solucgdes salinas. Dependendo da solucao utilizada, sdo obtidos niveis
especificos de umidade relativa do ar, como: 87%, com o uso de cloreto de potassio;
76%, com o0 uso do cloreto de sodio e 55%, utilizando-se o brometo de sddio
(JJANHUA; McDONALD, 1996), retardando, assim, a absor¢cdo de agua pelas
sementes. Este método, denominado teste de envelhecimento acelerado com uso
de solucdes saturadas de sal (SSAA - “Saturated Salt Accelerated Aging”), foi
proposto inicialmente por Jianhua e McDonald (1996).

A deterioracdo controlada envolve o mesmo principio do teste de envelhecimento
acelerado. No entanto, a avaliacdo é efetuada em amostras com diferentes
contetidos de agua, ao invés da utilizacdo de sementes com teores de agua iguais,
resultando na obtencdo de condicdes mais uniformes durante o teste e,

consequentemente, com resultados mais confiaveis (LEEUWEN et al., 2005).

O ajuste do teor de agua faz com que as sementes atinjam, antecipadamente, o
ponto de equilibrio, sendo submetidas a um estresse mais rigoroso que no teste de
envelhecimento acelerado, onde o teor de agua aumenta descontroladamente, entre
as mesmas, até atingirem o equilibrio (KRZYZANOWSKI et al., 2001).
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2.3 GERMINACAO DE SEMENTES DE MARACUJA

A propagacdo do maracujazeiro é feita, principalmente, por meio de sementes,
podendo também ser feita por métodos assexuais. Problemas de germinacdo sao
muito comuns no género Passiflora, inclusive no maracuja amarelo, a espécie mais
cultivada, cujas sementes ao serem removidas do fruto apresentam-se envoltas por
um tecido mucilaginoso denominado arilo. A geminacdo € lenta e desuniforme,
ocasionada por fatores de natureza variada, como a utilizacdo de sementes obtidas
de plantas ndo selecionadas, presenca de substancias fitorreguladoras, sementes
com tegumento impermeavel e presenca de fungos associados as sementes
(LOPES et al., 2007; 2013).

As Passifloraceas posicionam-se dentre as familias cujas sementes apresentam
dorméncia, devido aos mecanismos de controle de ingresso de agua para 0 seu
interior (MORLEY-BUNKER, 1994). A presenca do arilo que envolve a semente, que
€ um tecido de constituicdo gelatinosa, rica em pectina influencia sistematicamente
na germinacdo (ALEXANDRE et al., 2009), além da presenca de substancias
inibidoras no arilo das sementes, que também contribui para uma menor taxa de

germinacao das sementes (MARTINS et al., 2010).

De acordo com Carvalho e Nakagawa (2012), a extracdo do arilo é especifica para
as sementes de certas espécies. Lopes et al. (2007) destacaram que para aumentar
a germinacdo de sementes de maracuja, os tratamentos de escarificacdo podem ser
eficientes por permitirem a entrada de agua na semente. Em alguns casos, a
entrada de gases ou luz é necessaria a germinacéo, pois a retirada do tegumento
determina maior sensibilidade a luz, a temperatura e a remocao de inibidores ou
promotores da germinacgéao, influenciando o metabolismo das sementes (LOPES et
al., 2006). Na escarificacdo ocorre o rompimento do tegumento, e esta pode ser
realizada com métodos que usam superficie abrasiva (escarificacdo fisica ou
mecanica) e solucdes quimicas (escarificacdo quimica) (OLIVEIRA et al., 2008;
FREITAS et al., 2009).

Segundo Alexandre et al., (2009), a remocéao total do tegumento com o auxilio de
uma minimorsa e a escarificacdo com lixa, resultou em maiores médias de
germinacao (67%) em sementes de maracujazeiros do que em relagdo as sementes

com o tegumento intacto (40%). Lopes et al.,, (2007) destacaram que estes
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resultados sé&o explicados pela alta porcentagem de sementes duras encontradas

em sementes de maracuja amarelo, mesmo escarificadas.

2.4 DIVERSIDADE GENETICA E GRADIENTE ALTITUDINAL

A diversidade genética € a multiplicidade de frequéncias alélicas em um grupo de
individuos e junto com o ambiente, fornece a natureza do fendtipo (SANTANA et al.,
2011), a sustentabilidade das espécies, é matéria-prima para a adaptacdo e
evolucéo (VIEGAS et al., 2011).

Dentro das populagbes, a diversidade genética € determinada pela migracdo e
deriva genética que podem aumentar ou diminuir os niveis de diversidade (GARCIA-
FERNANDEZ et al., 2012). Zhang et al., (2006), destacam que um alto nivel de
diferenciacéo pode ser atribuido além da deriva genética, ao sistema de reproducéo
das espécies, as flutuacdes demogréficas ou ao isolamento genético.

O isolamento de populacdes em diferentes altitudes pode ocorrer por barreiras e
restringir o fluxo génico, conduzindo a diferenciacdo genética (ARNAUD-HAOND et
al., 2006). Uma baixa diversidade genética nas popula¢bes significa a perda de
alelos raros, perda de aptiddo devido a fixacdo de alelos deletérios e depressao
endogamica, limitando a capacidade das espécies de responderem as adversidades

ambientais, afetando a persisténcia da populacdo (HAHN et al., 2012).

Populacbes de baixa altitude podem apresentar um periodo de floragcdo mais
prolongado em comparacdo com as populacdes de maior altitude, apresentando
diferencas de fluxo génico, taxas de migracédo e diversidade genética ao longo do
gradiente altitudinal (GARCIA-FERNANDEZ et al., 2012).

O isolamento reprodutivo pode ser aumentado com a altitude, com reducdo na
conectividade genética entre as populacées (HAHN et al., 2012), e pode ser afetado
pela alteracdo de dispersdo via poélen e/ou sementes (BYARS et al., 2009). Em
altitudes mais elevadas, o fluxo génico entre as populacdes pode ser reduzido
devido a diferenciacéo entre as populacdes e a distancia efetiva entre as mesmas
(HAHN et al., 2012). Neste caso, é o estabelecimento de estratégias de manejo para

a persisténcia das espécies nesses habitats (HAHN et al., 2012).

A diversidade pode mudar com a altitude, incluindo os niveis mais altos de
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diversidade (altitude intermediaria), em comparacdo com 0S niveis mais baixos
(margens de altitude baixa e alta) (OHSAWA et al., 2007 ).

Espécies que habitam locais de elevadas altitudes podem apresentar menor ciclo de
vida, pois as baixas temperaturas podem influenciar no crescimento e,
consequentemente, nos niveis e na estruturacdo da diversidade genética (THIEL-
EGENTER et al., 2009).

Em populacbes menores ocorre aumento das taxas de endocruzamento, com
fixacdo de alelos deletérios e depressdo endogamica (HERRERA; BASAGA, 2008;
OHSAWA; IDE, 2008).

Populacbes de altitude média tém maior diversidade genética que populacdes de
baixas e altas altitudes (OHSAWA et al., 2007), no entanto, populacdes de altitude
mais baixas tém menor diversidade genética que populacdes de altitudes mais altas
(GAMPERLE; SCHNELLER, 2002), e a variagdo genética intrapopulacional ndo é
influenciada pela altitude (TRUONG et al., 2007).

2.5 MARCADOR MICROSSATELITE

A diversidade genética pode ser verificada pelo uso de diversos tipos de descritores,
com destaque para os morfoagronémicos, citolégicos, bioquimicos, fisiolégicos ou
moleculares (AMARAL JUNIOR et al., 2010).

Os marcadores moleculares sdo capazes de localizar diferencgas significativas em
nivel de DNA e a caracterizacdo pode ser realizada em uma maior velocidade,
qgualidade e em larga escala (VARSHNEY et al., 2005).

Os microssatélites ou SSR (Simple Sequence Repeats) sdo marcadores que
consistem de pequenas sequéncias com um a seis pares de bases repetidas em
"tandem" e utilizam dois pares de primers especificos (20 a 30 bases)
complementares a sequéncias Unicas que flanqueiam o microssatélite. As principais
vantagens do SSR sdo: a codominancia, o multialelismo, a geracdo de alto nivel de
polimorfismo, a alta reprodutibilidade, o baixo custo de utilizacdo, o grande poder de
resolucao, a rapidez e a simplicidade da técnica; e como desvantagens: o alto custo
no desenvolvimento dos iniciadores e a analise de polimorfismos em géis de alta

resolucdo. Os microssatélites sdo ideais para verificar as diferencas alélicas entre
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genotipos e estimar a variabilidade genética (OLIVEIRA et al., 2006).

O alto nivel de polimorfismos é devido ao alto nimero de repeticdes nas sequéncias
simples, causando alteragcbes por substituicdes, insercbes ou delecdes de
nucleotideos nas regibes que flanqueiam os microssatélites (BOREM; CAIXETA,
2009).

Os marcadores microssatélites séo especificos para cada espécie, em que as
regides flanqueadoras sdo conservadas entre espécies ou géneros proximos, na
maioria das vezes, sendo possivel utilizar iniciadores desenvolvidos para espécies
correlacionadas, processo denominado de transferibilidade ou amplificacdo cruzada
(BRAVO et al., 2006). Marcadores microssatélites ja foram desenvolvidos para P.
edulis (OLIVEIRA et al., 2006), P. alata (PADUA et al., 2005), P. cincinnata
(CERQUEIRA-SILVA et al., 2012), P. setacea (CERQUEIRA-SILVA et al., 2014) e P.
contracta (CAZE et al., 2012). A transferibilidade é importante para minimizar os
custos de implementacao destes marcadores em espécies para as quais ainda ndo

ha iniciadores desenvolvidos.

2.6 MARCADOR ISSR

O ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) € um marcador baseado em microssatélites
com capacidade de diferenciar individuos altamente aparentados (BOREM;
CAIXETA, 2009). Ocorre a amplificacdo de uma regido do DNA entre microssatélites
que estejam espacados e inversamente orientados, por meio de um Unico primer,
composto de uma curta sequéncia de microssatélite (tipicamente de 18-20 pares de
bases) com um a quatro nucleotideos degenerados ancorados na extremidade 5’ ou
3’. Este primer consiste em mono, di, tri, tetra ou penta nucleotideos repetidos in
tandem (SHAHSAVAR et al.,, 2007). O marcador permite indicar a existéncia de
variabilidade inter e intrapopulacional (BANDEIRA et al., 2010).

O ISSR é um marcador dominante, gerando informacdes de presenca ou auséncia,
multiloco, ndo fazendo necessarias informacgdes prévias de sequéncias de DNA da
espécie-alvo, e produzem fragmentos com grande reprodutibilidade (SOUZA et al.,
2008).

Marcadores ISSR sdo recomendados para analises de espécies relacionadas
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evolutivamente. Apresenta vantagens como: resultados confidveis, alta
reprodutibilidade, grande quantidade de locos polimérficos, rapidez nos resultados e
menores custos em relagdo aos outros marcadores (RODRIGUES, 2010).
Apresentam um produto de amplificacdo de 200 a 2.000 pares de bases e

necessitam de temperaturas elevadas para anelamento (COSTA et al., 2010).

Atualmente, os marcadores ISSR sdo os mais utilizados para véarias espécies de
plantas e podem contribuir para selecdo de gendétipos, estudos de diversidade

genética, “fingerprinting” e selecéo assistida (COSTA et al., 2010).
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4 CAPITULO 1 - QUALIDADE FISIOLOGICA DE SEMENTES DE
MARACUJA CULTIVADAS EM DIFERENTES ALTITUDES NO
ESPIRITO SANTO

RESUMO - O maracujazeiro € uma planta de clima tropical e subtropical, com
altitudes indicadas entre 100 e 900 m. As condi¢cdes ambientais podem influenciar as
expressdes do gendtipo. Objetivou-se avaliar a qualidade fisiolégica de sementes de
espécies de Passiflora spp. cultivadas em trés diferentes altitudes no Espirito Santo.
Para avaliacdo, frutos de Passiflora spp. maduros foram colhidos em pomares
localizados em altitudes baixa (0-100 m), média (>100 até 600 m) e alta (>600 m) de
diferentes municipios do Espirito Santo. Os tratamentos pré-germinativos nas
sementes foram: T1- escarificacdo fisica, feita manualmente com lixa d"agua n° 120;
T2- tratamento com Acido giberélico (GAs) na concentracdo de 500 mg L™ com
embebicdo por 24 horas e T3- sementes sem escarificacdo realizados nas sementes
em laboratério e em casa de vegetacdo. Foi avaliado o envelhecimento acelerado
tradicional, envelhecimento acelerado com saturacdo salina e deterioragéo
controlada em sementes de maracuja amarelo sem escarificacao localizado em alta
altitude e as condicbes que apresentaram menor deterioracdo das sementes para
aplicacdo as demais espécies e altitudes com os respectivos tratamentos pré-
germinativos que apresentaram maiores valores de germinacdo e vigor em
laboratério e em casa de vegetacao. Assim, para as sementes do maracuja amarelo
utilizou-se o tratamento sem escarificacdo, para sementes de maracuja roxo, a
escarificacao fisica e para as sementes de maracuja doce, o tratamento com &cido
giberélico. O teste de envelhecimento acelerado com saturacéo salina a 43 °C por
72 horas e deterioracdo controlada a 25% de umidade expostas por 24 horas
diferencia as espécies nas diferentes altitudes. Sementes de maracuja amarelo e

sementes localizadas em alta altitude apresentam qualidade fisiolégica superior.

Palavras-chave: Passiflora spp. Germinagao. Vigor.
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ABSTRACT - Passion fruit is a tropical and subtropical plant, with altitudes
indicated between 100 and 900 m. The environmental conditions can influence the
expression of the genotype. This study aimed to evaluate the physiological quality of
seeds of species of Passiflora spp. grown in three different altitudes in the Espirito
Santo. For evaluation, the Passiflora spp. fruit mature were harvested from orchards
located in low altitudes (0-100 m), medium (> 100 to 600 m) and high (> 600 m) of
different municipalities of the Espirito Santo. The pre-germination treatments were:
T1 - physical scarification done manually with water sandpaper n® 120; T2 - treatment
with gibberellic acid (GAs) at a concentration of 500 mg L™ with soaking for 24 hours
and T3 - seeds without scarification performed in laboratory and in the greenhouse.
We evaluated the traditional accelerated aging, accelerated aging with salt saturation
and controlled deterioration in yellow passion fruit seeds without scarification located
at high altitude and conditions showed less deterioration of seed for application to
other species and altitudes with their pre-germination treatments had higher
germination and vigor values in laboratory and greenhouse. Thus, to the seeds of
yellow passion fruit was used treatment without scarifying, to purple passion fruit
seeds, physical scraping and the fresh passion fruit seed treatment with gibberellic
acid. The accelerated aging test with saline saturation at 43 °C for 72 hours and
controlled deterioration to 25% humidity for 24 hours exposed different species at
different altitudes. Passion fruit seeds and high altitude located seeds have higher
physiological quality.

Keywords: Passiflora spp. Germination. Vigor.
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4.1 INTRODUCAO

O maracujazeiro pertence a familia Passifloraceae e ao género Passiflora, que se
destaca como o mais importante economicamente. O Brasil € considerado centro de
origem de aproximadamente 139 espécies conhecidas, nativas do pais, das quais 89
sdo endémicas, sendo considerado o maior centro de diversidade genética do
género (BERNACCI et al., 2013).

O Brasil destaca-se como o maior produtor mundial de maracuja amarelo, com
923.035 toneladas, em uma éarea cultivada de 61.842 hectares. A Regido Nordeste
tem liderado a producao brasileira nos ultimos anos, sendo responsavel por mais da
metade da producdo nacional (671.421 t/ha). A Bahia destaca-se como 0 maior
estado produtor (410.078 t/ha) seguido pelos estados: Espirito Santo, Sdo Paulo,
Rio de Janeiro, Ceard, Sergipe, Para, Minas Gerais, Goias e Alagoas (IBGE, 2013).

O Passiflora edulis Sims f. flavicarpa Degener (maracuja amarelo) é a espécie mais
cultivada, responsavel por 95% da area plantada no Brasil (MELETTI et al., 2011),
que apresenta excelentes condicbes para o0 cultivo do maracujazeiro. O
maracujazeiro roxo (P. edulis Sims) e o maracujazeiro doce (P. alata Curtis) sdo
cultivados em pequenas areas para o consumo em mercados restritos (SANTOS et
al., 2011). A planta desenvolve-se bem nas regides tropicais e subtropicais sendo,
portanto, de clima quente e Umido com altitudes entre 100 a 900 m e temperatura
média entre 25 e 26 °C (FRAIFE FILHO et al., 2010).

No Espirito Santo, o maracujazeiro € cultivado, principalmente em Jaguaré,
Sooretama, Pinheiros, Linhares, Sdo Mateus, Concei¢do da Barra, Santa Maria de
Jetiba e Rio Bananal (CEASA, 2013).

Frutos e sementes de diferentes localidades geograficas permitem estudar e
identificar as diferencas fenotipicas determinadas pelas variacdes ambientais, pois o
meio pode ser adequado para expressao de determinadas caracteristicas, que em

outro local ndo se manifestariam (BOTEZELLI et al., 2000).

A propagacdo do maracujazeiro € feita principalmente por meio de sementes,
embora também possa ser por métodos assexuais. Problemas de germinacdo sao
muito comuns no género Passiflora, inclusive no maracuja amarelo, a espécie mais
cultivada, cujas sementes ao serem removidas do fruto apresentam-se envoltas por

um tecido mucilaginoso denominado arilo (LOPES et al., 2007).



37

A geminacgdo é lenta e desuniforme, ocasionada por fatores de natureza variada,
como a utilizacdo de sementes obtidas de plantas ndo selecionadas, presenca de
substancias fitorreguladoras, sementes com tegumento impermeéavel e presenca de

fungos associados as sementes (LOPES et al., 2007).

De acordo com Martins et al. (2010), o extrato de arilo apresenta esteroides e
triterpenoides que inibem a germinagdo das sementes de maracuja amarelo e 0s
efeitos de escarificacdo e de reguladores vegetais superam a dorméncia das
sementes, destacando-se o GAj;, que é uma substancia bioativa promotora da
germinacdo de sementes de vérias espécies de plantas (YAMAGUCHI; KAMIYA,
2002).

A qualidade fisiolégica esta relacionada a capacidade da semente desempenhar
suas funcdes vitais, caracterizando-se pela longevidade, pela germinacdo e pelo
vigor. A reducdo na qualidade fisiologica esta associada com decréscimo na
porcentagem de germinacgao, aumento de plantulas anormais e reducao no vigor das
plantulas (TOLEDO et al., 2009).

Os testes de qualidade fisiolégica, como envelhecimento acelerado e deterioracéo
controlada podem fornecer parametros de vigor e viabilidade das sementes. Estes
testes estao relacionados com a degradacédo das membranas celulares e a reducéo
das atividades respiratérias e biossintéticas, sendo os eventos iniciais da sequéncia
de deterioracédo das sementes (BINOTTI et al., 2008).

Na germinacdo e no estabelecimento de plantulas, as sementes respondem a
combinacdes especificas de luz, temperatura e umidade por se apresentarem mais
favoraveis ao seu estabelecimento (BASKIN; BASKIN, 2005), no entanto, o teste de
germinacdo, conduzido sob condicbes adequadas (oxigénio, temperatura e
disponibilidade hidrica), nem sempre reflete o desempenho das plantulas em campo.
Assim, os testes de vigor podem fornecer indices mais sensiveis sobre o potencial
fisiologico, complementando as informacdes do teste de germinacao (BAALBAKI et
al., 2009).

Objetivou-se com este estudo avaliar a qualidade fisiologica de sementes de

espécies de Passiflora spp. cultivadas em trés diferentes altitudes no Espirito Santo.
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4.2 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram desenvolvidos no Laboratério de Analise de Sementes (LAS)
e em casa de vegetacao no campus do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade
Federal do Espirito Santo (CCA-UFES), em Alegre-ES. Foram utilizadas sementes
de maracuja amarelo (Passiflora edulis Sims f. flavicarpa Degener), roxo (Passiflora
edulis Sims) e doce (Passiflora alata Curtis), colhidas em pomares situados em trés
diferentes altitudes (entre 0 e 100 - baixa; >100 até 600 - média e >600 m - alta) no
Espirito Santo (Tabela 1).

Tabela 1 - Local de coleta das plantas das espécies de Passiflora spp.

I (o]
Espécies Localidades Latitudes Longitudes Altitudes  N° de
(m) plantas
oSanaMana q059:37 68" 40040'2568"0 674 5
Maracuja  de Jetiba
amarelo Alegre 20°46'13,06"S  41°30'27,96"0 365 5
Marataizes 21°09'32,58"S  40°55'07,56" O 6 5
SantaMaria 4905949300 40040'21,66"0 674 5
., de Jetiba
Maracuja Jerébnimo
roxo . 20°47'43,86"S  41°30'33,96"0 210 5
Monteiro
Marataizes  21°09'32,28"S  40°55' 07,62" O 6 5
SantaMaria 54 05034 99 40043'3408"0 655 5
Maracuia de Jetiba
doceJ Alegre 20047 44,94"S  41°30'3552"0 350 5
Jeronimo 540 461 13 06" S 41925'33,06'0 100 5
Monteiro

As sementes de frutos maduros e recém-colhidos foram extraidas com auxilio de
uma colher esterilizada, removendo-se a polpa com a técnica da cal extinta, sobre
uma peneira. Em seguida, as sementes contendo a mucilagem foram lavadas e
mantidas sobre papel tipo germitest a sombra para secagem até a umidade atingir
niveis oscilando entre 10 a 12%.

O primeiro experimento foi conduzido no Laboratério de Andlise de Sementes (LAS)
em delineamento inteiramente casualizado, com quatro repeticoes de 25 sementes,
em esquema fatorial 3 x 3 x 3 [trés espécies de maracuja: amarelo, roxo e doce;
trés diferentes altitudes: 0 a 100; >100 a 600 e >600 m; e trés tratamentos pré-

germinativos: T1- escarificacao fisica, feita manualmente com lixa d"agua n° 120;
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T2- tratamento com &cido giberélico (GAs) na concentracdo de 500 mg L™ com
embebic&o por 24 horas e T3- sementes sem escarificagao].

Os testes para avaliacdo da qualidade fisiologica das sementes foram:

Teor de agua da semente - foi determinado em estufa a 105 + 3 °C, durante 24
horas, segundo as instru¢cdes das Regras para Analise de Sementes (BRASIL,
2009), utilizando-se duas repeticbes para cada tratamento, com aproximadamente
2,0 g de sementes cada. Os resultados foram expressos em porcentagem média

para cada tratamento;

Germinacgéo - foi conduzido com quatro repeticdes de 25 sementes para cada
tratamento, semeadas em rolos de papel tipo germitest, umedecido com agua
destilada na proporcao de 2,5 vezes a massa do papel seco, que foram mantidos em
camara de germinacéo tipo BOD, regulada a temperatura alternada de 20-30 °C, na
condicao de escuro. As avaliaces foram feitas apos sete e 28 dias da semeadura,
computando-se a porcentagem de plantulas normais (BRASIL, 2009), e os

resultados foram expressos em porcentagem de germinacao;

indice de velocidade de germinacéo - foi determinado concomitante com o teste
de germinagcdo, sendo computado diariamente o numero de sementes que
apresentaram protrusdo da raiz primaria igual ou superior a 2 mm, segundo a

metodologia descrita por Maguire (1962), sendo a contagem feita até o 28° dia;

Tempo médio de germinacao - foi calculado utilizando-se a formula proposta por
Labouriau (1983):

K s
i, Niti

k -
=111

T™MG =

Em que:
TMG = tempo médio de germinacao;
k = ultimo tempo de germinagédo das sementes;

ni = nimero de sementes germinadas no tempo ti (ndo o nimero acumulado, mas

aguele referido para a i-ésima observacéo);
ti = tempo entre o inicio do experimento e a i-ésima observagao (em dias).

Frequéncia relativa de germinacdo - foi calculada a partir dos dados de
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germinacao diaria, em funcdo do tempo de incubacédo, de acordo com Labouriau e
Valadares (1976):

ni

Z%‘zl ni

Fr =

Em que:
Fr = frequéncia relativa de germinagéo;
k = dltimo tempo de germinagdo das sementes;

ni = nimero de sementes germinadas no tempo ti (ndo o namero acumulado, mas

aguele referido para a i-ésima observacéo).

Comprimento da parte aérea - foi avaliado apés 28 dias da semeadura, com o
auxilio de régua milimetrada, mediante a medicdo do comprimento entre o colo e o
apice da ultima folha de cada planta da amostra e o resultado expresso em cm

planta™;

Comprimento da raiz - foi obtido pela medida tomada entre o colo da planta e a

ponta da maior raiz e os resultados expressos em cm planta™;

Massas fresca e seca totais das plantulas - foram determinadas apés 28 dias da
semeadura, em balanca analitica (0,0001 g). Apés a obtencdo da massa fresca, as
plantulas foram acondicionadas em sacolas de papel tipo Kraft, mantidas em estufa
de conveccdo a 72 °C por 72 horas. Posteriormente, as amostras foram
armazenadas em dessecador com silica e a seguir pesadas, e o0s resultados

expressos em mg plantula™.

O segundo experimento foi conduzido em casa de vegetacdo, em delineamento
inteiramente casualizado, em esquema fatorial 3 x 3 x 3 [trés espécies de maracuja:
amarelo, roxo e doce; trés diferentes altitudes: 0 a 100; >100 a 600 e >600 m; e trés
tratamentos pré-germinativos: T1- escarificacdo fisica, feita manualmente com lixa
d"agua n° 120; T2- tratamento com acido giberélico (GA3z) na concentracdo de 500
mg L™ com embebicéio por 24 horas e T3- sementes sem escarificagao].

Foi utilizado substrato comercial, que foi colocado em tubetes de 53 cm® em
delineamento inteiramente casualizado com quatro repeticbes de 25 sementes. A
semeadura foi feita com uma semente por tubete e as regas feitas diariamente, de

acordo com as necessidades da cultura. As avaliagbes dos experimentos foram
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feitas diariamente computando-se a emergéncia das plantulas, o indice de
velocidade de emergéncia, frequéncia relativa e tempo médio de emergéncia, altura,
diametro do coleto, o comprimento da parte aérea e da raiz, as massas fresca e

seca totais das plantulas, conforme descri¢cfes feitas anteriormente.

Envelhecimento acelerado tradicional, envelhecimento acelerado com
saturacao salina e deterioracdo controlada - estes estudos foram realizados em
sementes de maracuja amarelo sem escarificacdo, procedentes de frutos colhidos
no pomar situado em alta altitude, que apresentou maiores valores de germinacao e

vigor, avaliados no primeiro e segundo experimentos.

Envelhecimento acelerado tradicional - foi conduzido em caixas plasticas tipo
gerbox (11,0 x 11,0 x 3,5 cm), com uma tela em aluminio no seu interior, onde as
sementes, apos a pesagem (aproximadamente 3,0 g), foram distribuidas de maneira
a formarem camadas simples e uniformes sobre a superficie da tela. No interior de

cada caixa foram adicionados 40 mL de agua destilada.

Envelhecimento acelerado com saturacéo salina - foi conduzido similarmente ao
método tradicional, a excecdo de serem adicionados nas caixas gerbox 40 mL de
solucdo saturada de NaCl (40 g de NaCl em 100 mL de 4gua destilada) seguindo-se
a metodologia descrita por Jianhua e McDonald (1996).

As caixas tampadas foram mantidas em camara de envelhecimento (envelhecimento
acelerado tradicional) e camara de germinacdo do tipo BOD (envelhecimento
acelerado com saturacdo salina) reguladas nas temperaturas de 41, 43 e 45 °C, por
cinco periodos de exposicdo: 0, 24, 48, 72 e 96 horas. Apdés cada periodo de
envelhecimento, quatro repeticdes de 25 sementes por tratamento foram colocadas
para germinar, conforme metodologia descrita para o teste de germinacdo. As
avaliacbes foram feitas apds sete e 28 dias da semeadura, computando-se a
porcentagem de plantulas normais (BRASIL, 2009). Foi determinado o teor de 4gua
das sementes antes e apos cada periodo de envelhecimento visando a avaliacédo e o
controle da uniformidade das condicbes do teste, de acordo com Marcos Filho
(1999).

Posteriormente, selecionou-se a condicdo de envelhecimento acelerado com
saturacao salina que apresentou envelhecimento das sementes com menor grau de

deterioragdo, para ser aplicado nas duas espécies situadas nas diferentes altitudes.
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Deterioracdo controlada - para a conducdo deste teste, o teor de agua das
sementes foi ajustado para 17, 22 e 25%, utlizando-se uma camara Umida
confeccionada com caixas do tipo gerbox contendo 40 mL de agua destilada e uma
tela em aluminio no seu interior, onde as sementes foram distribuidas
uniformemente. As caixas foram mantidas em camaras tipo BOD a 30 °C, e o teor de
dgua das sementes monitorado mediante sucessivas pesagens (HAMPTON;
TEKRONY, 1995). Em seguida cada amostra foi colocada em recipientes
aluminizados, hermeticamente fechados, mantidos por 16 horas em refrigerador (5 -
8 °C). As capsulas de aluminio foram transferidas para banho-maria a 45 °C, por 24
e 48 horas (POWELL; MATTHEWS, 1984).

Posteriormente, os recipientes foram imersos, rapidamente em agua fria para reduzir
e uniformizar a temperatura. Em seguida foi realizada a semeadura, utilizando-se
quatro subamostras de 25 sementes por tratamento. Com os resultados obtidos, foi
selecionado o teor de agua e o tempo de exposi¢cdo que apresentou menor grau de
deterioracdo, para tratamento das sementes das outras espécies de maracuja, nas

trés altitudes.

Com os resultados obtidos no primeiro e segundo experimentos, escolheu-se o
tratamento que apresentou maiores valores de germinacao e vigor das sementes
das espécies nas suas respectivas altitudes para serem submetidas ao
envelhecimento acelerado com saturacdo a 43 °C com 72 horas de exposicdo e a
deterioracdo controlada em sementes com teor de agua a 25% e 24 horas de
exposi¢do. Assim, para as sementes de maracuja amarelo utilizou-se o tratamento
sem escarificacao, para sementes de maracuja roxo, a escarificacéo fisica, e para as

sementes do maracuja doce, o acido giberélico.

4.2.1 DELINEAMENTO ESTATISTICO

-PRIMEIRO E SEGUNDO EXPERIMENTO

Os dois experimentos foram conduzidos seguindo um delineamento inteiramente
casualizado, com quatro repeticdes de 25 sementes, em esquema fatorial (3 x 3 x 3)
gue constituiram de trés espécies de maracuja, trés altitudes e trés tratamentos pré-
germinativos. Os dados foram submetidos ao teste de normalidade de residuos e a

analise de variancia, e quando o valor de F foi significativo em nivel de 5%, realizou-
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se a comparacgdo de médias pelo teste de Tukey.

-ENVELHECIMENTO ACELERADO TRADICIONAL E ENVELHECIMENTO
ACELERADO COM SATURACAO SALINA

O teste de envelhecimento acelerado tradicional e o teste de envelhecimento
acelerado com saturacao salina foram conduzidos em parcelas subdivididas, em um
delineamento inteiramente casualizado (DIC), sendo as temperaturas consideradas
as parcelas e os tempos de permanéncia nas camaras de envelhecimento as
subparcelas, sendo trés temperaturas e cinco tempos de permanéncia nas camaras,
para cada metodologia de envelhecimento. Foram utilizadas quatro repeti¢cdes de 25

sementes para os testes de germinacao pds-envelhecimento.

Os dados foram submetidos ao teste de normalidade de residuos e a anélise de
variancia. Para o efeito do tempo de envelhecimento os dados foram submetidos a
analise de regressdo e, para o ajuste das equacdes (Y=) quadraticas foi utilizado

como critério a significancia dos betas (p<0,05).

O envelhecimento acelerado com saturacdo salina para as espécies em cada
altitude foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, com quatro
repeticdes de 25 sementes, em esquema fatorial 3 x 3 (trés espécies de maracuja e
trés altitudes). Os dados foram submetidos ao teste de normalidade de residuos e a
andlise de variancia, e quando o valor de F foi significativo em nivel de 5%, realizou-

se a comparacao de médias pelo teste de Tukey.

Para os dados do teor de agua das sementes, estes foram submetidos ao teste de
normalidade de residuos e a analise de variancia, e quando o valor de F foi
significativo em nivel de 5%, realizou-se a comparacdo de médias pelo teste de
Scott-Knot.

-DETERIORACAO CONTROLADA

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, com quatro
repeticbes de 25 sementes, em esquema fatorial 3 x 2 (trés umidades e dois tempos
de exposicdo). Os dados foram submetidos ao teste de normalidade de residuos e a
analise de variancia, e quando o valor de F foi significativo em nivel de 5%, realizou-

se a comparacao de médias pelo teste de Tukey.

A deterioracdo controlada para as espécies situadas nas respectivas altitudes foi
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conduzida em delineamento inteiramente casualizado, com quatro repeticdes de 25
sementes, em esquema fatorial 3 x 3 (trés espécies de maracuja e trés altitudes).
Os dados foram submetidos ao teste de normalidade de residuos e a analise de
variancia, e quando o valor de F foi significativo em nivel de 5%, realizou-se a

comparacao de médias pelo teste de Tukey.

Para todas as analises foi utilizado o programa estatistico R (R CORE TEAM, 2014),
empregando-se o pacote ExpDes (FERREIRA et al., 2011).

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na tabela 2 estdo apresentados os resultados de germinacdo, o indice de
velocidade de germinacdo e o comprimento da parte aérea de plantulas de
Passiflora spp. cultivadas em diferentes altitudes e que receberam diferentes
tratamentos. Verifica-se que houve interacdo significativa entre altitudes x
tratamentos X espécies para germinacdo, indice de velocidade de germinacédo e

comprimento da parte aérea.

As sementes de maracuja amarelo procedentes de alta altitude, escarificada e sem
escarificagdo apresentaram maiores valores para a germinacdo (98 e 97%,
respectivamente) e indice de velocidade de germinacdo (3,80 e 3,65,
respectivamente), em relacdo ao tratamento com &acido giberélico. No entanto, as
sementes escarificadas de frutos de alta e média altitude n&o diferiram
estatisticamente para a germinacdo. E possivel caracterizar varias expressées do
genotipo da espécie, possibilitadas pelas adaptacdes dos individuos as condicdes
ambientais locais com estudos de germinacdo de sementes de frutos de
procedéncias distintas (GONCALVES et al., 2009). Com relacéo ao desenvolvimento
da parte aérea, plantulas oriundas de sementes de maracujd amarelo sem
escarificacdo em alta altitude apresentaram maiores valores de comprimento da

parte aérea (6,88 cm) em relacdo as altitudes e aos tratamentos (Tabela 2).

Sementes de maracuja roxo procedentes de alta e média altitude ndo diferiram nos
tratamentos para a germinacdo. Sementes de maracuja roxo de média altitude,
escarificadas, tratadas com &cido giberélico e sem escarificacdo apresentaram
maiores valores para o indice de velocidade de germinacdo (2,98; 2,54 e 3,23,

respectivamente), em relacédo as sementes de alta e baixa altitudes.
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Tabela 2 - Germinacdo (G), indice de velocidade de germinacédo (IVG) e comprimento da parte aérea (CPA) de plantulas de

espécies de Passiflora spp. cultivadas em diferentes altitudes e tratadas em laboratério.

G (%) VG CPA (cm)
E GA3 SE E GA; SE E GA; SE
A 98 aAa* 79 aBa 97 aAa 3,80 aAa 1,51 bBa 3,65 aAa 5,34 aBa 5,58 aBa 6,88 aAa
MA M 95 aAa 87aABa 83 bBa 3,12 bAa 1,98 aBp 2,11 bBp 5,53 aAa 5,83 aAa 4,47 bBa
B 65 bABa 59 bBa 71 cAa 1,74 cAa 1,53 bAa 1,79 bAa 5,72 aAa 5,80 aAa 4,64 bBa
A 85 aAp 88 aAa 84 aAp 1,55 bAB 1,73 bAa 1,51 bAB 4,20 aAB 3,98 aAp 3,40 bAB
MR M 87 aAa 79 aAa 87 aAa 2,98 aAa 2,54 aBa 3,23 aAa 4,71 aAaf 4,83 aApB 5,20 aAa
B 67 bAa 62bABa 54 bBf 1,57 bAa 1,52 bAa 1,27 bAB 4,41 aAB 4,76 aAB 4,37 abAa
A 24 aAy 12 bBp 20 aABy 0,40 aAy 0,29 bAB 0,35 aAy 6,13 aAa 6,28 aAa 3,00 aBp
MD M 13 bBp 36 aApB 10 abBp 0,25 aBp 0,65 aAy 0,28 aBy 4,25 bAB 3,00 bBy 2,25 aBp
B 33 aApB 12 bBp 5 bBy 0,58 aAp 0,21 bBp 0,08 aBy 3,99 bAB 3,00 bAy 3,00 aApB

*Médias seguidas de mesma letra, minUscula na coluna (altitudes), mailuscula na linha (tratamentos) e letras gregas minusculas na

coluna (espécies entre cada altitude) nédo diferem entre si pelo teste de Tukey, em nivel de 5% de probabilidade.

Legenda: MA = maracuja amarelo; MR = maracuja roxo; MD = maracuja doce; A = altitude alta; M = altitude média; B = altitude

baixa; E = escarificacdo fisica; GAz = acido giberélico; SE = sem escarificacao.
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Sementes de maracuja roxo de média altitude, sem escarificacdo apresentaram
maiores valores de comprimento da parte aérea (5,20 cm) em relagdo as demais
altitudes (Tabela 2).

As sementes de maracuja doce oriundas de média altitude, tratadas com acido
giberélico apresentaram maiores valores de germinacdo (36%) e indice de
velocidade de germinacgédo (0,65) em relagdo as demais altitudes. Ferrari et al. (2009)
também verificaram que houve incremento no processo germinativo de sementes de
maracuja doce quando utilizaram giberelinas, contrastando com os resultados
obtidos por Zucareli et al. (2003), que ao utilizarem os fitorreguladores GA3z N-
fenilmetil-9-Tetra-hidro-2H piranil 9H-6 amino purina e ethephon em sementes de
maracuja doce, de forma isolados ou misturados, nas concentracdes de 75 e 150 mg
L™ n&do favoreceram o processo germinativo. Plantulas oriundas de sementes de
maracuja doce de alta altitude, escarificadas e tratadas com acido giberélico
apresentaram maiores valores para o comprimento da parte aérea (6,13 e 6,28 cm,
respectivamente). O maior crescimento do caule parece estar mais associado a acao
das giberelinas (TAIZ; ZEIGER, 2013).

O GA;3; é um ativador enzimético que promove a germinacdo das sementes e
influencia o metabolismo proteico, podendo dobrar a taxa de sintese de proteinas.
Sementes com baixa concentracao relativa de giberelina, quando tratadas com GA3
na concentracdo adequada apresentam maior taxa e uniformidade de germinacéo,
devido a sua atuacao no alongamento celular, induzindo a raiz primaria a romper 0s

tecidos que restringem o seu crescimento (TAIZ; ZEIGER, 2013).

Em alta altitude, sementes de maracujd amarelo escarificadas e sem escarificacéo
apresentaram maiores valores de germinacéo (98 e 97%) e indice de velocidade de
germinacao (3,80 e 3,65), respectivamente, em comparagdo com as sementes de
maracuja roxo e doce. Para o comprimento da parte aérea, sementes de maracuja
amarelo procedentes de alta altitude sem escarificagcdo apresentaram maiores

valores (6,88 cm) em relacdo ao maracuja roxo e doce (Tabela 2).

Em média altitude sementes de maracuja roxo tratadas com acido giberélico (2,54) e
sem escarificacao (3,23) apresentaram maiores valores para o indice de velocidade
de germinacdo. Na mesma altitude, sementes de maracuja amarelo escarificadas
(5,53 cm) e tratadas com &cido giberélico (5,83 cm) apresentaram maiores valores

para o comprimento da parte aérea (Tabela 2).



47

O &cido giberélico destaca-se entre 0os mais estudados na germinagdo de sementes
do género Passiflora spp. conforme mostrado em trabalhos desenvolvidos por
Wagner Junior et al. (2007) em sementes de maracuja doce, Lima et al. (2009) em
sementes de maracuja amarelo e Santos et al. (2013) em sementes de maracuja
amarelo. As giberelinas podem ser exigidas na germinagcdo de sementes para as
etapas de ativagcdo do crescimento vegetativo do embrido, principalmente por

promover o alongamento das raizes primarias (HOPKINS; HUNER, 2004).

Em baixa altitude, as sementes de maracuja amarelo sem escarificacdo
apresentaram maiores valores de germinagcdo (71%) e indice de velocidade de
germinacéo (1,79). Na mesma altitude, sementes de maracuja amarelo escarificadas
e tratadas com acido giberélico (5,72 e 5,80 cm, respectivamente) apresentaram
maiores valores de comprimento da parte aérea em relacdo ao maracuja roxo e
doce (Tabela 2).

Sementes de maracuja amarelo situadas em alta altitude apresentaram maiores

valores de germinacéao e vigor em relacdo as sementes de maracuja roxo e doce.

Sementes de maracuja amarelo e roxo, independente do tratamento pré-
germinativo, e sementes de maracuja doce escarificadas e tratadas com acido

giberélico apresentaram maiores valores de germinagéao e vigor.

A procedéncia ou o local em que as sementes sdo coletadas e as plantas matrizes
produzidas é um dos fatores que podem influenciar na qualidade fisiolégica das
sementes (SILVA; DANTAS, 2013).

Dessa forma, verificou-se que os testes de avaliacdo de qualidade fisiologica de
sementes foram eficientes para diferenciar as procedéncias de sementes de
maracuja em niveis de vigor conforme verificado por Lazarotto et al., (2013) em

sementes de cedro.

Os resultados de massa fresca e seca das plantulas de Passiflora spp. estédo
apresentados na tabela 3. Observou-se que houve interagdo significativa entre

altitudes x tratamentos x espécies para as massas fresca e seca de plantulas.
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Tabela 3 - Massa fresca (MF) e seca (MS) de plantulas de espécies de Passiflora

spp. cultivadas em diferentes altitudes e tratadas em laboratorio.

MF (mg) MS (mg)
E GA;3 SE E GA;3 SE
A 73,61bCa* 87,69aBa 102,92aAa 6,30bBB 7,80 aAa 6,92 abBa
MA M 77,18 abBa 88,62aAa 71,10bBa 6,43 bABB 7,18 aAa 6,36 bBa
B 84,28aAa 87,18aAa 73,13bBa 7,81aAB 7,13aAa 7,55 aAa
A 73,73aAa 71,28 bAB 65,30aAB 7,53aAa 7,07 aAa 7,47 aAa
MR M 74,75aAa 78,07 abAB 69,60 aAa 5,96 bAB 5,95 bAB 5,43 cAB
B 81,21 aABa 86,86 aAa 72,92aBa 7,13aAB 7,31 aAa 6,66 bAB
A 5950aAB 55,00aAy 51,75aAy 7,95aAa 7,61aAa 5,50 bBp
MD M 62,50aAB 57,00aABy 52,50aBB 8,25aAa 6,50 bBaB 5,25 bCp
B 63,39aAB 60,59aAB 54,15aAB 7,95aAa 7,61aAa 7,65aAa

*Médias seguidas de mesma letra, minuscula na coluna (altitude), maitscula na linha
(tratamento), letras gregas minusculas na coluna (espécie) ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey, em nivel de 5% de probabilidade.

Legenda: MA = maracuja amarelo; MR = maracuja roxo; MD = maracuja doce; A =
altitude alta; M = altitude média; B = altitude baixa; E = escarificacdo fisica; GAz =

acido giberélico; SE = sem escarificacao.

As plantulas obtidas de sementes de maracuja amarelo sem escarificagdo em alta
altitude apresentaram maiores valores de massa fresca (102,92 mg) em relacdo as
altitudes e aos tratamentos, cujos valores foram 71,10 mg (média) e 73,13 mg
(baixa) e 73,61 mg (sementes escarificadas), 87,69 mg (sementes tratadas com
acido giberélico), respectivamente. Em alta altitude, plantulas de sementes de
maracuja amarelo tratadas com acido giberélico e sem escarificagédo (87,69 e 102,92
mg, respectivamente) apresentaram maiores acumulos de massa fresca em relacao
as plantulas de maracuja roxo e doce. Em plantulas oriundas de sementes de
maracujid amarelo de média altitude, tratadas com &cido giberélico apresentaram
maiores valores de massa fresca (88,62 mg) (Tabela 3).

Com relacdo a massa seca, as sementes de maracuja amarelo de alta altitude,
tratadas com &cido giberélico apresentaram maiores valores de massa seca (7,80
mg) em relagdo aos demais tratamentos, que foram 6,30 mg (sementes
escarificadas) e 6,92 mg (sementes sem escarificacdo). No entanto, ndo houve
diferenca entre as altitudes. Para as sementes de maracuja roxo sem escarificacéo
situadas em alta altitude apresentaram maiores valores (7,47 mg) em relacdo as

altitudes, nao diferindo entre os tratamentos em alta altitude. As sementes de
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maracuja doce escarificadas situadas em média altitude apresentaram maiores
valores entre os tratamentos (8,25 mg), no entanto, ndo houve diferenca entre as
altitudes. Em média e baixa altitudes plantulas de maracuja doce escarificadas (8,25
e 7,95 mg, respectivamente) apresentaram maiores valores de massa seca em

relacdo ao maracuja roxo e doce (Tabela 3).

Na figura 1 estdo apresentados os gréficos de frequéncia relativa de germinagéo (%)

das espécies de Passiflora spp. nas diferentes altitudes e nos tratamentos.

Verifica-se que houve distribuicdo desuniforme ao longo do tempo, representadas
por curvas assimétricas, nas altitudes e nos tratamentos (Figura 1). Essa assimetria

na frequéncia demonstra uma heterogeneidade fisiologica das sementes.

A distribuicdo apresentou comportamento polimodal, com mais de um pico,

demonstrando baixa sincronizacéo da protrusdo da raiz priméaria para as espécies.

Sementes de maracujd doce sem escarificacdo provenientes de baixa altitude
apresentaram maior frequéncia relativa de germinacdo e sementes de maracuja
amarelo escarificadas situadas em alta altitude apresentaram maior tempo médio de

germinacdao (25 dias).

A irregularidade observada com a distribuicdo da germinacdo no tempo nas trés
espécies de maracujazeiros com sementes intactas e escarificadas também foi

verificada por Tiradentes (2011).
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Figura 1 - Frequéncia relativa de germinacao (%) de espécies de Passiflora spp. em diferentes altitudes e tratamentos.

Legenda: MA =maracuja amarelo; MR = maracuja roxo; MD = maracuja doce; A = altitude alta; M = altitude média; B = altitude

baixa; E = escarificagdo fisica; GAz = acido giberélico; SE = sem escarificacdo; TMG = tempo médio de germinacao (dias).
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Na tabela 4 estdo os resultados obtidos de emergéncia, indice de velocidade de
emergéncia, diametro do coleto e massa seca em casa de vegetacdo. Observa-se
gue houve interacdo significativa entre altitudes x tratamentos X espécies para

emergéncia, indice de velocidade de emergéncia, diametro do coleto e massa seca.

Tabela 4 - Emergéncia (E), indice de velocidade de emergéncia (IVE), diametro do
coleto (DC) e massa seca (MS) de plantulas de espécies de Passiflora spp.

cultivadas em diferentes altitudes e tratadas casa de vegetacéo.

E (%) IVE
E GA; SE E GA; SE

A 78 bBp* 98 aAa 93 aAa 1,52 aBa 1,95 aAa 1,80 aAa
MA M 67 cBp 90 aAa 91 aAa 1,24 bBp 1,81 aAa 1,66 aAa

B 89 aAa 91 aAa 90 aAa 1,63 aAa 1,76 aAa 1,69 aAa

A 89 aABa 80 bBp 93 aAa 1,66 aAa 1,48 bAB 1,67 aAa
MR M 93 aAa 93 aAa 92 aAa 1,65 aAa 1,83 aAa 1,73 aAa

B 74 bApB 81 bAa 63 bBf 1,41 bAa 1,46 bAB 1,15 bBf

A 22 aAy 30 aAy 31 bAB 0,24 aAB 0,39 abAy 0,34 abApB
MD M 20 aAy 13 bAB 20 cAB 0,20 aAy 0,21 bAB 0,20 bAB

B 12 aBy 36 aAPB 44 aAy 0,21 aBf 0,43 aAy 0,54 aAy

DC (mm) MS (mg)
E GA; SE E GA; SE

A 1,33 aAa 1,17 bAa 1,21 bAa 44,03aAaf 39,80 aAB 34,75 bApB
MAM 1,39aAa 1,33aABa 1,23bBa 51,80aAB 48,67 aAa 36,24 bAB

B 1,27 aABa 1,23abBa 1,40aAa 56,24 aAa 47,11 aAa 52,75 aAB

A 117aAa 1,23abAa 1,29 aAa 39,80aAB 36,71 aAB 35,40 aAB
MR M 1,26 aAaf 1,13bAB 1,18 aAa 33,97 aAy 46,67 aAa 41,85 aAB

B 1,28 aAa 1,30 aAa 1,24 aAB 27,53 aAB 41,04 aAa 33,39 aAy

A 1,30 aAa 1,16 aAa 1,26 aAa 58,77 bAa 63,57 aAa 67,99 bAa
MD M 1,22 aAB 1,16 aAB 1,26 aAa 74,75aAa 54,91 aBa 61,65 bABa

B 1,17 aAa 1,16 aAa 1,23aAB 50,03bBa 38,51 bBa 86,09 aAa

*Médias seguidas de mesma letra, miniscula na coluna (altitudes), mailscula na
linha (tratamentos), letras gregas minusculas na coluna (espécies) nao diferem entre
si pelo teste de Tukey, em nivel de 5% de probabilidade.

Legenda: MA = maracuja amarelo; MR = maracuja roxo; MD = maracuja doce; A =
altitude alta; M = altitude média; B = altitude baixa; E = escarificagao fisica; GAz =
acido giberélico; SE = sem escarificagéo.

As sementes de maracuja amarelo situadas em alta altitude tratadas com acido
giberélico e sem escarificacdo apresentaram maiores valores de emergéncia (98 e

93%, respectivamente) e indice de velocidade de emergéncia (1,95 e 1,80,
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respectivamente). A pré-embebicdo das sementes de maracuja amarelo em GA3
estimula a germinacdo de sementes e promove efeitos benéficos no vigor das
plantulas (SANTOS et al.,, 2013). Lima et al. (2009) também observaram efeitos
benéficos do GAz na germinacdo em sementes de maracuja amarelo. Sementes de
maracujd amarelo sem escarificacdo situadas em baixa altitude apresentaram
maiores valores de diametro do coleto (1,40 mm) e massa seca (52,75 mg) em

relacdo as altitudes (Tabela 4).

Sementes de maracuja roxo procedentes de alta e média altitudes, escarificadas e
sem escarificacdo apresentaram maiores valores de emergéncia. As mesmas
tratadas com acido giberélico procedentes de média altitude apresentaram maiores
valores de indice de velocidade de emergéncia (1,83) (Tabela 4). A maior velocidade
de emergéncia e o maior crescimento apresentado possivelmente estdo associados
a acao do acido giberélico, que apresenta efeito marcante no processo de
germinacao de sementes (MAYER; POLJAKOFF-MAYBER, 1989), ativando enzimas
hidroliticas que atuam no desdobramento das substancias de reserva (BEWLEY;
BLACK, 1994), principalmente porque a aplicacdo de giberelinas também estimula a
producao de numerosas hidrolases, como a a-amilase em células da camada de
aleurona (TAIZ; ZEIGER, 2013). Assim, a acdo da giberelina pode promover a
germinacdo da semente estimulando o crescimento do embrido pela indugéo da
producdo de hidrolases, que irdo participar da quebra e do enfraquecimento das

estruturas que envolvem o embrido (HOOLEY, 1994).

Sementes de maracuja doce sem escarificacdo procedentes de baixa altitude
apresentaram maiores valores de emergéncia (44%) em relacdo as altitudes. As
mesmas, tratadas com acido giberélico (0,43) e sem escarificacdo (0,54) situadas
em baixa altitude apresentaram maiores valores de indice de velocidade de
emergéncia e maiores valores de massa seca foram encontrados em sementes de

maracuja doce sem escarificagcdo situadas em baixa altitude (86,09 mg) (Tabela 4).

Em alta altitude, sementes de maracujd amarelo tratadas com acido giberélico
apresentaram maiores valores de emergéncia (98%) e indice de velocidade de
emergéncia (1,95) em comparacdo com as sementes de maracuja roxo e doce.
Sementes de maracuja roxo escarificadas apresentaram maiores valores de
emergéncia (89%) e na mesma altitude, sementes de maracuja doce tratadas com

acido giberélico (63,57 mg) e sem escarificagdo (67,99 mg) apresentaram maiores
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valores para massa seca em relacdo as outras espécies (Tabela 4).

Em média altitude, sementes de maracujd amarelo escarificadas (1,39 mm) e
tratadas com acido giberélico (1,33 mm) apresentaram maiores valores de diametro
do coleto e na mesma altitude, sementes de maracuja roxo escarificadas
apresentaram maiores valores de emergéncia e indice de velocidade de emergéncia
(93% e 1,65, respectivamente). Sementes de maracujd doce escarificadas (74,75
mg) e sem escarificacdo (61,65 mg) apresentaram maiores valores de massa seca

em meédia altitude em relacdo ao maracuja amarelo e roxo (Tabela 4).

Em baixa altitude, sementes de maracuja amarelo escarificadas e sem escarificacdo
(89 e 90%, respectivamente) apresentaram maiores valores de emergéncia e
maiores valores para o indice de velocidade de emergéncia foram observados para
as mesmas sementes tratadas com acido giberélico (1,76) e sem escarificacdo
(1,69) e maiores valores de didmetro do coleto (1,40 mm) na mesma altitude em

relacdo ao maracuja roxo e doce (Tabela 4).

Sementes de diferentes procedéncias manifestam a variabilidade genética da
espécie e as relacdes entre essa variabilidade com o ambiente (FERREIRA,
ARAUJO, 1981). Aratjo Neto et al. (2013) verificaram que a germinac&o e o vigor de
sementes de pinha (Annona squamosa L.) também sdo influenciadas

significativamente pelas procedéncias.

Sementes de maracuja amarelo apresentaram maiores valores de emergéncia e
vigor em casa de vegetacdo em relacdo as outras espécies. O vigor € determinado
pela velocidade de emergéncia de plantulas em condi¢cées de campo, e/ou casa de
vegetacdo, e quanto mais vigorosa a semente, mais rapida sera a emergéncia
(OLIVEIRA et al., 2009).

Na figura 2 estdo apresentadas as frequéncias relativas de emergéncia (%) das trés
espécies de Passiflora spp. avaliadas em diferentes altitudes e tratamentos. Houve
uma distribuicdo desuniforme ao longo do tempo, representada por curvas
assimétricas, nas altitudes e nos tratamentos. A distribuicdo apresentou
comportamento polimodal, com mais de um pico, demonstrando baixa sincronizagao

da protrusdo da raiz primaria para as especies.

As sementes de maracuja roxo tratadas com acido giberélico situadas em meédia

altitude, apresentaram maior frequéncia relativa de emergéncia. Essa assimetria na
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frequéncia demonstra uma heterogeneidade fisioldégica das sementes (Figura 2).

A origem da semente € um fator importante na germinacgéo e diferentes populacdes
de plantas podem manifestar variabilidade genética, resultando em diferentes
comportamentos germinativos (RODRIGUES et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2008). O
comportamento germinativo e as diferengas adaptativas da espécie nos “habitats”
onde as popula¢cées ocorrem, contribuem para 0 sucesso ecologico e evolutivo da
espécie (COELHO et al., 2013).

As sementes de maracuja doce apresentaram menor frequéncia relativa de
emergéncia em relagdo aos maracujas amarelo e roxo. Foi possivel observar que a
germinacao de sementes de P. alata Curtis foi heterogénea, ou seja, ndo apresentou
sincronizacdo, o que confirma a distribuicdo polimodal da frequéncia relativa da
germinacao (FERRARI, 2009). Ainda para esta espécie, observou-se o maior tempo

médio de emergéncia (27 dias) em média altitude escarificada (Figura 2).
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Figura 2 - Frequéncia relativa de emergéncia (%) de espécies de Passiflora spp. em diferentes altitudes e tratamentos.

Legenda: MA =maracuja amarelo; MR = maracuja roxo; MD = maracuja doce; A = altitude alta; M = altitude média; B = altitude

baixa; E = escarificagédo fisica; GAz = acido gibereélico; SE = sem escarificagdo; TMG = tempo médio de emergéncia (dias).
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Os resultados do teor de agua das sementes de maracuja amarelo estdo descritos
na tabela 5. Verifica-se para cada tempo de envelhecimento (tradicional e com
saturacdo salina), evidéncia que houve aumento na umidade das sementes pelo
meétodo tradicional, enquanto o método de envelhecimento em saturacdo salina
provocou leve queda no teor de agua, mantendo-se por todos os periodos de
envelhecimento com pouca alteracdo. Segundo Tunes et al. (2011), o teste de
envelhecimento acelerado pode promover maior absor¢cdo de agua pelas sementes
devido a exposicdo a atmosfera Umida. A variacdo do teor de agua das sementes
pode aumentar o processo de deterioracdo, pois quanto maior o teor de agua das
sementes, maior a sensibilidade a alta temperatura e umidade relativa do ar que

ocorrem durante o teste (LIMA et al., 2011).

Tabela 5 - Teor de agua (%) de sementes de Passiflora edulis f. flavicarpa Degener
apos o envelhecimento acelerado tradicional (EA) e o envelhecimento acelerado
com saturacdo salina (EASS) nas temperaturas de 41, 43 e 45 °C por 0, 24, 48, 72 e

96 horas de exposicao.

EA EASS
Tempos Temperaturas (°C)

(h) 41 43 45 41 43 45

0 11 11 11 11 11 11
24 14 16 13 10 10 9
48 16 18 11 9 7 9
72 14 15 22 9 8 9
96 16 18 20 8 8 9

As sementes mais Umidas sdo mais afetadas pelas condi¢des do envelhecimento
acelerado, apresentando maior grau de deterioracdo. (Tabela 5). Dessa forma, o uso
de solucdo salina (NaCl) contribuiu para retardar a absorcdo de &agua pelas
sementes durante o envelhecimento das mesmas (TORRES et al., 2009). Fato que
pode ser atribuido a diferenca de potencial osmatico entre a solucdo e a semente, 0

gue pode exercer efeito negativo na germinagao.

Na figura 3 estdo descritos a germinacédo, o indice de velocidade de germinacéo, o
comprimento da parte aérea e raiz, a massa fresca e seca de sementes de maracuja
amarelo submetidas ao envelhecimento acelerado tradicional (EA) e o

envelhecimento acelerado com saturagao salina (EASS).
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Para o envelhecimento acelerado tradicional (EA), o efeito da temperatura foi n&o
significativo para a massa fresca e seca a 41 e 43 °C, enquanto para o método de
envelhecimento acelerado com saturacdo salina com NaCl (EASS), foi néo
significativo para a germinacdo e o indice de velocidade de germinacédo a 45 °C,

massa fresca a 41 °C e massa seca a 41 e 45 °C (Figura 3).
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Figura 3 - Germinacdo (%), indice de velocidade de germinacao (IVG),
comprimento da parte aérea (cm), comprimento da raiz (cm), massa fresca (mg) e
massa seca (mg) de plantulas de Passiflora edulis Sims f. flavicarpa Degener apds o
envelhecimento acelerado tradicional (EA) e envelhecimento acelerado com
saturacao salina (EASS) nas temperaturas de 41, 43 e 45 °C por 0, 24, 48, 72 e 96

horas de exposicao.

No envelhecimento acelerado tradicional, 0 aumento da temperatura e o periodo de
envelhecimento proporcionaram reducdo da germinacao e do vigor das sementes de
Passiflora edulis Sims f. flavicarpa Degener. A maior exposicdo ao EA, na
temperatura de 45 °C reduziu a germinacao e o desenvolvimento da plantula, o que
€ esperado, pois quanto maior a exposi¢cdo ao EA, maior € a taxa de deterioracédo
das sementes. A temperatura de 45 °C foi drastica para as sementes durante o
periodo de envelhecimento, ndo houve germinacdo e vigor no periodo de 96 horas
de exposicdo. O teste de envelhecimento acelerado em sementes de crambe na
temperatura de 45 °C foi letal apresentando 0% de germinacdo, com 96 horas de
exposicao (WERNER et al., 2013).

A exposicdo ao envelhecimento acelerado pode reduzir a qualidade fisiologica e
também a viabilidade das sementes, corroborando com LARRE et al. (2007) em

sementes de maracuja amarelo.

Para o envelhecimento acelerado com saturacdo salina, 0 aumento da temperatura

e do tempo de exposicdo nao proporcionou deterioracdo das sementes. A
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temperatura de 43 °C, inicialmente, estimulou a germinacao e o vigor das sementes
apos 72 horas de exposicdo, no qual exibiu maior sensibilidade para o potencial
fisioloégico. Esse periodo de 72 horas de envelhecimento, tanto no procedimento
tradicional quanto em solucdo saturada de NaCl, corrobora com o encontrado por

Torres et al. (2009) em sementes de melao (Figura 3).

A adicao do NaCl faz com que as sementes ndo absorvam muita agua (proporciona
uma menor umidade relativa do ar quando comparado apenas com agua no
envelhecimento acelerado tradicional) e ndo sofram um processo de deterioracao
acentuado, mesmo diante de uma metodologia que causa um estresse nas
sementes com a utilizacdo de alta temperatura (TUNES et al., 2011). A umidade
relativa do ar esta diretamente relacionada com o conteddo de agua das sementes,
gue influencia varios processos metabdlicos nas sementes, enquanto a temperatura
afeta a velocidade com que o0s processos bioquimicos ocorrem e interfere
indiretamente no conteddo de agua das sementes (BEWLEY; BLACK, 1994).

Os resultados do teor de agua das sementes de Passiflora spp. estdo descritos na
tabela 6. Os teores de agua das sementes envelhecidas oscilaram entre 9,2 e 13%,
sendo o menor valor observado no maracuja doce situado em baixa altitude 9,2% e

0 maior valor para 0 mesmo em alta altitude.

Tabela 6 - Teor de agua (%) de espécies de Passiflora spp. antes e apdés o
envelhecimento acelerado com saturacdo salina na temperatura de 43 °C por 72

horas de exposicéo.

Espécies Teor de agua (%)
N&o envelhecida Envelhecida

Passiflora edulis f. flavicarpa

Alta altitude 8,4 aB* 11,5 bA
Média altitude 9,4 aA 9,8 cA
Baixa altitude 9,3aB 10,2 cA

Passiflora edulis

Alta altitude 9,0 aB 11,5 bA
Média altitude 9,5aB 12,5 aA
Baixa altitude 9,2 aB 10,0 cA

Passiflora alata

Alta altitude 9,1 aB 13,0 aA
Média altitude 9,3aB 11,0 bA
Baixa altitude 8,8 aA 9,2 CcA

*Médias seguidas de mesma letra, minuscula na coluna e maiuscula na linha, néo
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diferem entre si pelo teste de Scott-Knott, em nivel de 5% de probabilidade.

Os teores de agua das sementes ndo envelhecidas oscilaram entre 8,4 e 9,5%,
sendo o menor valor observado para o maracuja amarelo situado em alta altitude e o
maior valor para 0 maracuja roxo em média altitude (Tabela 6). Essa variagdo de
1,1% dos teores de agua para as diferentes espécies € importante na padronizagédo
das avaliacbes de qualidade fisiolégica de sementes e obtencdo de resultados
consistentes (MARCOS FILHO, 2005).

As sementes de maracuja envelhecidas apresentaram maiores teores de agua em
comparacdo com as sementes ndo envelhecidas, porém para o maracuja amarelo
em média altitude e doce em baixa altitude ndo houve diferenca significativa (Tabela
6). O envelhecimento acelerado com saturacdo salina com NaCl contribuiu para

retardar a absorgdo de agua pelas sementes (ALVES; SA, 2012).

Atabela 7 mostra os resultados de germinacéo, indice de velocidade de germinacao,
comprimento da parte aérea, massa fresca e seca. Houve interacdo significativa
entre espécies x altitudes x envelhecimento para germinacéo, indice de velocidade

de germinacao, comprimento da parte aérea, massa fresca e seca.

Verifica-se que a exposicdo das sementes de maracuja ao envelhecimento a 43 °C
por 72 horas nao influenciou na germinacdo das sementes nao envelhecidas, mas
houve diferenca significativa para sementes de maracuja doce em meédia altitude,
nao envelhecidas e envelhecidas. O envelhecimento a 43 °C, nos periodos de 48, 72
e 96 horas promoveu incremento da percentagem de germinacdo de sementes de
crambe (AMARO et al., 2014). Para o vigor, houve diferenga significativa para

sementes nao envelhecidas e envelhecidas (Tabela 7).

O teste de envelhecimento acelerado com saturacao salina diferenciou as espécies
nas diferentes altitudes. Sementes de maracuja roxo provenientes de média altitude,
envelhecidas apresentaram maior valor de germinacao (95%) e indice de velocidade
de germinacéo (3,06). Sementes de maracuja amarelo de alta altitude, envelhecidas
apresentaram maiores valores para comprimento da parte aérea (7,63 cm) e de
massa fresca (176,83 mg). Sementes de maracuja doce de alta altitude,
envelhecidas apresentaram maior valor de massa seca (16,50 mg) (Tabela 7).
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Tabela 7 - Germinacgéo (G), indice de velocidade de germinacao (IVG), comprimento da parte aérea (CPA), massa fresca (MF) e

seca (MS) de plantulas de espécies de Passiflora spp. submetidas ao envelhecimento acelerado com saturacdo salina na

temperatura de 43 °C por 72 horas.

G (%) IVG CPA (cm) MF (mg) MS (mg)
MA MR MD MA MR MD MA MR MD MA MR MD MA MR MD
A 97aA 85aA 24abB|[3,65aA 1,56bB 0,40aC|6,88aA 4,20 aB 6,13aA|102,92 aA 73,73 aB 59,50 aC |6,93 abA 7,53aA 7,95 aA

NEM 83bA 87aA 36 aB’
B 71bA67bA 12 bB

2,11bB 2,98aA0,65aC |
1,79bA 1,57bA 0,21aB

4,47bA 4,71 aA 3,00bB
4,64bA 4,41 aAB 3,50bB

71,10 bA 74,75 aA 57,00 aB
73,13 bA 81,21 aA” 60,59 aB

6,36 bA 5,96bA 6,50 aA
7,55 aA 7,13aA 7,61 bA

A 93aA 82bA 22 aB
E M79bB 95aA 20 aC
B 64cA 60cA 19 aB

2,83aA1,84bB"0,23aC
2,82aA 3,06aA 0,19aB
2,20bA"2,18bA 0,38aB

7,63aA 5,13abB’ 3,34aC
4,58bB 6,06 aA" 3,32aB
4.82bA 4,71 bA 4,25aA

176,83aA 88,91 aC 121,50aB’]
73,33 bB 85,80aA 91,00 bA"
75,84 bB 74,69 bB 122,38aA]

12,12aB"8,48aC 16,50aA
6,29 bB 6,68bB 8,75 bA’
6,26 bB 6,38bB 15,55aA"

Médias seguidas de mesma letra minuscula na coluna (altitudes), mailscula na linha (espécies), asterisco (envelhecimento) ndo

diferem entre si pelo teste de Tukey, em nivel de 5% de probabilidade.

Legenda: MA = maracuja amarelo; MR = maracuja roxo; MD = maracuja doce; A = altitude alta; M = altitude média; B = altitude

baixa; NE = sementes ndo envelhecidas; E = sementes envelhecidas.
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Existem varia¢Oes individuais devidas as influéncias de fatores bidticos e abidticos,
mesmo dentro da mesma espécie durante o desenvolvimento das sementes, e a
variabilidade genética (SANTOS et al., 2009).

Na tabela 8 estdo as médias de germinacao, o indice de velocidade de germinacéo,
o comprimento da parte aérea, da raiz, a massa fresca e seca de plantulas de

maracujazeiro submetidas a deterioracdo controlada.

Tabela 8 - Médias de germinacéo (G), indice de velocidade de germinacéao (IVG),
comprimento da parte aérea (CPA), da raiz (CR), massa fresca (MF) e seca (MS) de
plantulas de Passiflora edulis Sims f. flavicarpa Degener submetidas a deterioracao
controlada na temperatura de 45 °C, com (17, 22 e 25%) de umidade nos tempos de
24 e 48 horas.

U G (%) VG CPA (cm)

%) 24 48 X 24 48 X 24 48 X

17 88 77 83 B* 2,61 2,18 239B 4,64 455 459A
22 99 99 9 A 3,23 2,72 297A 459 489 4,74A

25 99 94 97A 3,43 2,52 297A 470 465 467A

X 95A 90B - 3,09A 247B - 464A 4,69A -
CR (cm) MF (mg) MS (mg)
24 48 X 24 48 X 24 48 X

17 480 4,61 471B 86,01 84,12 8506A 7,30 7,28 7,29A
22 5,91 6,19 6,05A 89,55 88,91 8891A 7,03 6,98 7,00A
25 5,81 6,02 591A 90,35 87,13 87,13A 711 6,40 6,75A

X 550A 561A - 88,63 A 85,43A - 7,14 A 6,88A -

*Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, em nivel
de 5% de probabilidade.

N&o houve interacdo significativa entre as umidades e o tempo de exposicdo das
sementes pelo teste de deterioracdo controlada. As sementes de Passiflora edulis
Sims f. flavicarpa Degener submetidas a deterioracdo controlada por 24 horas
apresentaram maior média de germinacdo (95%) e indice de velocidade de
germinacao (3,09). Para o comprimento da parte aérea, da raiz, massa fresca e seca
nao houve diferenca significativa entre os tempos (24 e 48 horas) de exposicado a
deterioracéo controlada (Tabela 8).

Sementes de Passiflora edulis Sims f. flavicarpa Degener apresentaram maiores

médias para a germinacao, o indice de velocidade de germinagdo e o comprimento
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de raiz com 22 e 25% de umidade. Nos teores de 4gua (17, 22 e 25%) ndo houve
diferenca significativa para comprimento da parte aérea, massa fresca e seca
(Tabela 8).

O teste de deterioracao controlada para sementes da espécie Passiflora edulis Sims
f. flavicarpa Degener sugere que 0 ajuste no grau de umidade seja tal que o periodo
de 24 horas a 45 °C permita a melhor diferenciagdo na germinacdo e indice de
velocidade de germinacdo com 22 e 25% de umidade. Porém, para o vigor, o tempo
de exposicao (24 e 48 horas) e as umidades (17, 22 e 25%) permitiram resultados
favoraveis a 45 °C. Segundo Torres et al. (2013), a combinacao de 24h/45 °C tem

sido uma das mais utilizadas, sendo recomendadas para sementes de quiabo.

Na tabela 9 estdo apresentados os valores de indice de velocidade de germinacéo,
comprimento da parte aérea e massa fresca. Houve interacdo significativa entre
espécies x altitudes para indice de velocidade de germinacdo, comprimento da raiz e
massa fresca para a deterioragao controlada a 45 °C, com 25% de umidade durante
24 horas.

Tabela 9 - indice de velocidade de germinagdo (IVG), comprimento da raiz (CR) e
massa fresca (MF) de plantulas de espécies de Passiflora spp. cultivadas em
diferentes altitudes submetidas a deterioracdo controlada na temperatura de 45 °C,
com 25% de umidade no tempo de 24 horas.
IVG CR (cm) MF (mg)
MA MR MD MA MR MD MA MR MD

A 3,43 aA*2,50 bB 0,77 aC 5,81 abB 5,80 aB 8,00 aA 90,35 aA 79,49 aA 58,00 aB
M 3,05 bA 3,15aA 0,70 aB 6,05 aB 7,24 aA 8,00 aA 74,86 bA 78,50 aA 56,75 aB
B 1,83 cB 2,53 bA 0,57 aC 5,03 bA 5,31 bA 5,81 bA 66,50 bA 74,42 aA 69,71 aA

*Médias seguidas de mesma letra mindscula na coluna e mailscula na linha, ndo

diferem entre si pelo teste de Tukey, em nivel de 5% de probabilidade.
Legenda: MA = maracuja amarelo; MR = maracuja roxo; MD = maracuja doce; A =
altitude alta; M = altitude meédia; B = altitude baixa.

Sementes de maracuja amarelo situadas em alta altitude apresentaram maior valor

de indice de velocidade de germinacéo (3,43). Sementes de maracuja doce situadas
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em alta e média altitudes apresentaram maiores valores de comprimento da raiz (8 e
8 com, respectivamente). Sementes de maracujd amarelo e roxo situadas em alta
altitude apresentaram maiores valores de massa fresca (90,35 e 79,49 mg,

respectivamente) (Tabela 9).

O teste de deterioracdo controlada na temperatura de 45 °C, com 25% de umidade
durante 24 horas diferenciou as espécies nas diferentes altitudes. Para as sementes
de girassol da cultivar Catissol o ajuste do teor de agua para 20 e 24% no teste de
deterioracdo controlada néo foi eficiente para provocar a separacao entre os lotes
(OLIVEIRA et al., 2013).

Os valores de germinagdo, comprimento da parte aérea e massa seca de plantulas
de Passiflora spp. com 24 horas de exposi¢cao estdo apresentados na tabela 10. As
sementes de maracuja amarelo e roxo apresentaram maiores médias de germinacao
(87 e 84%, respectivamente) e comprimento da parte aérea (4,52 e 4,44 cm,
respectivamente) das plantulas em relacdo as sementes de maracuja doce. O

maracuja doce apresentou maior média para a massa seca (7,35 mg).

Tabela 10 - Germinacao (G), comprimento da parte aérea (CPA) e massa seca (MS)
de plantulas de espécies de Passiflora spp. cultivadas em diferentes altitudes
submetidas a deterioracdo controlada na temperatura de 45 °C, com 25% de
umidade no tempo de 24 horas.

G (%) CPA (cm) MS (mgQ)

MA MR MD ¥ MA MR MD x MA MR MD ¥

A 99 88 30 72A* 470 439 334 414A 7,11 6,68 8,05 7,28A
M 88 87 20 65A 431 4,48 3,32 4,03A 579 578 7,05 6,20B
B 74 78 21 57B 455 4,45 3,75 425A 522 503 6,9 5,74B
X 87A84A24B - 452A 444A 347B - 6,04B583B 7,35A -

*Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, em nivel
de 5% de probabilidade.

Legenda: MA = maracuja amarelo; MR = maracuja roxo; MD = maracuja doce; A =

altitude alta; M = altitude média; B = altitude baixa.

Sementes situadas em alta e média altitudes submetidas ao teste de deterioracao
controlada com 25% de umidade no tempo de 24 horas apresentaram maiores

meédias para a germinacgao (72 e 65%, respectivamente), em relacdo a baixa altitude



65

(57%). Nao houve diferenca significativa entre as médias de altitudes para o
comprimento da parte aérea. Sementes de maracuja de alta altitude apresentaram
maior média para a massa seca (7,28 mg) em relacdo a media e baixa altitude, que

foram 6,20 e 5,74 mg, respectivamente (Tabela 10).
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4.4 CONCLUSOES

Sementes sem escarificacdo de maracuja amarelo, escarificadas de maracuja
roxo e maracuja doce tratadas com &acido giberélico apresentam maiores

valores de germinacgéao e vigor.

Sementes de maracuja amarelo apresentam qualidade fisiologica superior em

relacdo as demais espécies.

Sementes de maracuja localizadas em alta altitude apresentam maior

germinacao e vigor.

O envelhecimento acelerado com saturacéo salina a 43 °C por 72 horas e o
teste de deterioracdo controlada na temperatura de 45 °C, com 25% de

umidade durante 24 horas diferenciam as espécies nas diferentes altitudes.
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5 CAPITULO 2 - DIVERSIDADE GENETICA DE
MARACUJAZEIROS CULTIVADOS EM DIFERENTES ALTITUDES
NO ESPIRITO SANTO

RESUMO - O maracujazeiro pertence a familia Passifloraceae e ao género
Passiflora, que € o mais importante economicamente. O Brasil € considerado
centro de origem e o maior centro de diversidade genética do género. O
gradiente altitudinal pode influenciar a distribuicdo da variacdo genética dentro
e entre populagbes de plantas e a diversidade genética pode mudar com a
altitude. Objetivou-se com este trabalho avaliar a diversidade genética de
maracujazeiros cultivados em diferentes altitudes do Espirito Santo utilizando-
se marcadores SSR e ISSR. Foram utilizadas folhas jovens de cinco plantas
matrizes de Passiflora edulis Sims f. flavicarpa Degener, P. edulis Sims e P.
alata Curtis cultivadas em trés altitudes (baixa, média e alta) no Espirito Santo.
Para SSR foram encontrados baixo numero de alelos, alta heterozigosidade
esperada e altos valores de PIC, enquanto para a analise ISSR detectou-se um
elevado numero de bandas por primer e alto polimorfismo. Ha maior
similaridade genética entre P. edulis Sims f. flavicarpa Deg. e P. edulis Sims.
Passiflora alata Curtis apresenta maior distancia genética em relacdo as
espécies. As populacbes de baixa altitude se diferenciam das demais

independente da espécie e do marcador utilizado.

Palavras-chave: Passiflora spp. SSR. ISSR. Diversidade.
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ABSTRACT - The passion fruit belongs to the Passifloraceae family and
gender Passiflora, which is the most important economically. Brazil is
considered center of origin and the largest center of genetic diversity of the
genus. The altitudinal gradient may influence the distribution of genetic variation
within and between populations of plants and genetic diversity can change with
altitude. Thus, this study aimed to evaluate the genetic diversity of cultivated
passion fruit at different altitudes of the Espirito Santo using SSR and ISSR
markers. Young leaves were used in five mother plants of Passiflora edulis Sims
f. flavicarpa Degener, P. edulis Sims and P. alata grown in three heights (low,
medium and high) of the Espirito Santo. SSR was found low number of alleles,
heterozygosity was high and high PIC values and the ISSR analysis revealed a
large number of bands per primer and high polymorphism. There is greater
genetic similarity between P. edulis Sims f. flavicarpa and P. edulis Sims.
Passiflora alata has greater genetic distance for the species. Altitude low

populations are differentiated from other unrelated species and marker used.

Keywords: Passiflora spp. SSR. ISSR. Diversity.
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5.1 INTRODUCAO

O Brasil € considerado centro de origem e apresenta maior diversidade
genética do género Passiflora (familia Passifloraceae) com aproximadamente
139 espécies (BERNACCI et al., 2013). O género estd amplamente distribuido
pelas Américas, possui grande variabilidade genética a ser estudada e utilizada
em programas de melhoramento. Sao destaques para o maracujazeiro amarelo
(Passiflora edulis Sims f. flavicarpa Degener), de maior interesse econémico
(BELLON et al., 2007) devido a qualidade dos frutos, rendimento e preferéncia
do consumidor e os maracujas roxo (P. edulis Sims) e doce (P. alata Curtis)
cultivados em pequenas areas para 0 consumo em mercados restritos
(SANTOS et al., 2011).

As espécies deste género apresentam valor medicinal, ornamental, social e
comercial elevado (FREITAS et al., 2011). A importancia econdmica das flores
decorre principalmente a partir de P. alata Curtis (maracuja doce) e P. edulis

Sims f. flavicarpa Degener (maracuja amarelo) (SILVA et al., 2014).

O Espirito Santo € o segundo maior produtor nacional de maracuja e sao
cultivados, principalmente em Jaguaré, Sooretama, Pinheiros, Linhares, S&o
Mateus, Concei¢cdo da Barra, Santa Maria de Jetiba e Rio Bananal (CEASA,
2013).

Regides com altitude entre 100 a 900 m sdo as mais indicadas para o cultivo
de maracujazeiros (FRAIFE FILHO et al., 2010) permitindo que a cultura seja
cultivada principalmente no Espirito Santo.

Gradientes de altitude compreendem um conjunto de variaveis ambientais, que
influenciam a variacdo genética das populacdes e a distribuicdo das espécies
de plantas (OHSAWA, IDE, 2008). O gradiente altitudinal pode influenciar a
variacdo genética dentro e entre populacdes de plantas, sendo complexa e
variavel entre as espécies (OHSAWA; IDE, 2008; BYARS; PARSONS;
HOFFMANN, 2009). Segundo Ohsawa et al. (2007), a diversidade genética
pode mudar com a altitude incluindo os niveis mais altos de diversidade
(altitude mediana), em comparacdo com 0s niveis mais baixos (altitude baixa e

alta).

O uso de marcadores moleculares para estudos de diversidade tem aumentado
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no género Passiflora, por meio do uso de marcadores dominantes e
codominantes (COSTA et al., 2012; CERQUEIRA SILVA et al.,, 2014a;
CERQUEIRA SILVA et al., 2014b; LOUGON et al., 2014).

Entre estes, os microssatélites sdo ideais para verificar as diferencas alélicas
entre gendtipos e estimar a variabilidade genética (OLIVEIRA et al., 2006).
Além da codominancia, do multialelismo, do alto polimorfismo e poder de
resolucéo, rapidez e simplicidade da técnica, também podem ser transferidos
entre espécies e utilizados para analises moleculares filogeneticamente
proximas. Assim, a utilizacdo do SSR conservados em diferentes espécies é
vantajosa por possibilitar estudos comparativos entre espécies (BARBARA et
al., 2007).

De forma complementar os marcadores "Inter simple sequence repeat” (ISSR)
sdo dominantes e valiosas ferramentas em estudos de diversidade genética

interespecifica de maracuja (SANTOS et al., 2011).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a diversidade genética de trés espécies de
maracujazeiros cultivados em trés altitudes no estado do Espirito Santo por
meio de SSR conservados entre as espécies e ISSR. Estes resultados
ampliardo o conhecimento da variacdo inter e intraespecifica e poderéo servir

para orientacdo de programas de melhoramento e conservacao das espécies.
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5.2 MATERIAL E METODOS

-MATERIAL VEGETAL

A amostra foi constituida de plantas matrizes das espécies de Passiflora edulis
Sims f. flavicarpa Degener (maracujazeiro amarelo), P. edulis Sims
(maracujazeiro roxo) e P. alata Curtis (maracujazeiro doce), coletadas em
pomares localizados em trés diferentes altitudes (entre 0 e 100 - baixa; >100

até 600 - média e >600 m - alta) do estado do Espirito Santo (Tabela 1).

Tabela 1 - Local de coleta das plantas das espécies de Passiflora spp.

Altitude N°de

Espécies Localidades Latitudes Longitudes
(m) plantas

P. edulis Santa Maria

o ! " o 1 n
Simsf  de Jetiba 19°59'37,68"S 40°40'2568"0 674 5

flavicarp Alegre 20°46'13,06"S 41°30'27,96"O 365 5

aDeg Marataizes 21°09'32,58"S 40°55'07,56"0 6 5
Sggtj‘]‘e'\t’i'gga 19°59'40,32" S 40°40'21,66"0 674 5

P. edulis Jerbnimo

sims MY 20°47°43,86"S  41°30°33,96"0 210 5
Marataizes 21°09'32,28"S 40°55' 07,62"0 6 5
Sggtj‘e'\t’i'gga 20°02'34,20" S 40°43'34,08"0 655 5

P(':ﬁ'r"t’}tsa Alegre  20°47'44,94"S 41°30'3552"0 350 5
ﬁ;‘r’;‘;‘;g 20°46'13,06"S 41°25'33,06"0 100 5

-EXTRACAO DO DNA GENOMICO

Folhas jovens e sadias foram coletadas de cada planta e armazenadas em
freezer a -30 °C. A extracdo do DNA gendémico foi realizada a partir de cerca de
300 mg de tecido de folha macerada em nitrogénio liqguido de acordo com o

protocolo de Doyle e Doyle (1990), com as modificagdes abaixo.

Foram adicionados aos tubos contendo as amostras 700 pL do tampéo de
extracdo pré-aquecido, contendo 2% CTAB, 1,4 mol L™ NaCl, 20 mmol L™
EDTA (pH 8,0), 100 mmol L* Tris-HCl (pH 8,0), 1,0% PVP e 2,0%

mercaptoetanol, estes dois Ultimos foram necessarios para remocao dos
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compostos fenolicos. Este material foi incubado em banho-maria a 65 °C por 30

minutos e homogeneizado suavemente a cada 10 minutos.

ApOs as amostras atingirem a temperatura ambiente, adicionaram-se 650 pL de
cloroférmio: alcool isoamilico (24:1), para efetuar a desproteinizacdo. Este
material sofreu suaves inversdes durante aproximadamente 1 minuto até ficar
turvo. A fase organica foi separada por centrifugagéo, a 12.000 rpm por 10
minutos. O sobrenadante foi transferido para um tubo de 2 mL devidamente
identificado. Adicionou 200 uL de tampéo de extragdo e adicionou 650 pL de
cloroférmio e centrifugou novamente a 12.000 rpm por 10 minutos. A adicao de
cloroférmio, centrifugacdo e transferéncia da fase aquosa para novo tubo
realizou-se mais duas vezes. Os acidos nucleicos foram precipitados pela
adicao de dois tergos (500 uL) do volume de isopropanol gelado e 230 pL de
acetato de amonio. O precipitado foi sedimentado por centrifugacéo, a 12.000
rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e o precipitado lavado duas
vezes com 250 pL etanol a 70%, para a retirada de sal presente (entre cada
lavagem, o material foi centrifugado a 12.000 rpm durante 10 minutos). ApGs o
descarte do ultimo sobrenadante, o material foi seco em condi¢cdes naturais,
até que o etanol fosse removido. Em seguida, o material foi ressuspendido em
40 uL de solucédo TE (Tris-EDTA - 10 mmol L™ Tris-HCI (pH 8,0) 1 mmol L™
EDTA (pH 8,0)) com RNAse em uma concentragdo final de 10 ug mL™” e
incubado em banho-maria a 37 °C por 30 minutos. Logo apés, o material foi

armazenado a 20 °C até o uso.

A integridade do DNA gendmico foi verificada em gel de agarose 0,8%, corado
com brometo de etidio e a concentracdo determinada em espectrofotbmetro
NANODROP 2000. A qualidade do DNA foi estabelecida pela relacdo de
absorbancia A260/A280. Com base neste resultado, todas as amostras foram
diluidas para a concentracéo de trabalho de 10 ng uL™.

-AMPLIFICACAO POR SSR E ISSR

Em cada amostra foram amplificados 13 primers de SSR desenvolvidos para
Passiflora edulis (OLIVEIRA, 2006) (Tabela 2). A reacado de amplificagcdo de
PCR foi constituida de: 30 ng de DNA, 0,1 uM dos iniciadores, 1 U de Tagq DNA
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Polimerase, 0,2 mM de dNTP e 1,5 mM de cloreto de magnésio e tampéo de
PCR 10 (1X - Phoneutria), sendo adicionado agua ultrapura para completar o
volume final da reacdo de 15 pL. O programa utilizado foi o de 4 minutos a 94
°C; seguindo de 35 ciclos, de 94 °C por 1 minuto, 56 - 60 °C (dependendo do
primer) por 1 minuto, 72 °C por 3 minutos, e uma extenséo final a 72 °C por 7
minutos. Foi utilizada condicdo de amplificagdo em esquema de "touchdown",
com base no programa TD 60 (um ciclo de 94 °C por 5 min; 8 ciclos (94 °C por
40 s, 60 £ 1 °C por ciclo por 40 s e 72 °C por 50 s); 24 ciclos (94 °C por 40 s, 56
°C por 40 s, 72 °C por 50 s); um ciclo de 72 °C por 5 min).

Os fragmentos amplificados foram separados em gel de poliacrilamida 6%, com
tampdo de corrida TAE (tris-base, acido acético e EDTA), a 90 volts por
aproximadamente 3 horas e meia, corados com brometo de etideo e

submetidos a luz UV para visualizacéo (Fotodocumentador L PIX HE).

Nas amplificacdes com o ISSR a partir de 32 primers da University of British
Columbia, Vancouver, Canada, foram escolhidos 14 (Tabela 2) de acordo com
o maior numero de fragmentos polimérficos e qualidade da amplificacéo,

verificados previamente.

As reacdes foram realizadas utilizando 30 ng de DNA, 0,5 uM do iniciador, 1 U
de Taq DNA Polimerase, 0,3 mM de dNTP e 1,5 mM de cloreto de magnésio e
tampédo de PCR 10 (1X - Phoneutria), sendo adicionado agua ultrapura para
completar o volume final da reagdo de 20 pL. As condicBes de amplificacéo
foram: 5 minutos a 94 °C, seguidos de 40 ciclos de 1minuto a 94 °C, 1 minuto a
50 °C e 2 minutos a 72 °C, com a fase final de extens&o de 10 minutos a 72 °C.
Os fragmentos foram separados por eletroforese em gel de agarose 1,5%,
corados com GelRed e tampdo de corrida TBE 1X a 90 volts por
aproximadamente 1 hora e meia. Os géis foram fotografados sob luz
ultravioleta utilizando o Sistema de Fotodocumentacdo L PIX HE da Loccus

Biotecnologia.

Todas as amplificagbes foram realizadas em Termociclador (Veriti 384-well

Thermal Cycler Applied Biosystems).
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Tabela 2 - Primers SSR e ISSR utilizados na amplificacédo de P. edulis Sims f. flavicarpa Degener, P. edulis Sims e P. alata Curtis

coletadas em diferentes altitudes.

SSR TA Primer “foward” (5 '- 3") Primer “reverse” (5 '- 3) ISSR Sequéncia 5’ -3’
*k (oc)
PEO3 60 GCAGCGAGGGAAGAAAAA TGAGACATCGTGCGTGAA UBC 807 AGAGAGAGAGAGAGAGT
PEO8 56 CCGGATACCCACGCATTA TCTAATGAGCGGAGGAAAGC UBC 808 AGAGAGAGAGAG AGAGC
PE15 56 ACCGTTAAATCCAAGCAAGT AAATGCAAAGAATGATATGTTA UBC 810 GAGAGAGAGAGAGAGAT
PE18 56 CCGTGAACCAACCATTTCTC CCGTGAACCAACCATTTCTC UBC 811 GAGAGAGAGAGAGAGAC
PE20 58 AGGATCACCATAGAAAACCAT GTTAGGTTGGCATTGCTCTT UBC 812 GAGAGAGAGAGAGAGAA
PE23 60 CAATCCCTTGACCCATAGA CGTCCATCCTTCTCCTTT UBC 815 CTCTCTCTCTCTCTCTG
PE27 58 TTGCTCATTGCACTCATCCT GCAGACATTTCCTGGAGCA UBC 842 GAGAGAGAGAGAGAGAYG
PE37 60 CAAAAGGATAGGCCTGATGTC  TGCTTGGTCATCCACTGAAG UBC 854 TCTCTCTCTCTCTCTCRG
PE38 60 GATCGGTCCTCGGTTAGAC AGTCACACAGCATGAGAAATC UBC 865 CCGCCGCCGCCGCCGLCCG
PE41 56 ATCGGGGTTCGCTTATTTG CGTTCATCCTTTAGTGGGCTA  UBC 878 GGATGGATGGATGGA
PE66 60 CCATAGTCCCAACAAGCATC GCTGTGGACCCTAACTCAGTC UBC886 VDVCTCTCTCTCTCTCT
PE74 *60 CCCTCTTATCAATAGCGTTGG GCACGAGCACGAGTATTTATT UBC 887 DVDTCTCTCTCTCTCTC
PE9O *60 TCAGGAAGATTGCATGTTAGT CTGGGTTTTGTTTATGTTGC UBC 890 VHVGTGTGTGTGTGTGT
UBC 891 HVHTGTGTGTGTGTGTG

**Qliveira et al. (2006).

*TD = touchdown.
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A identificacdo dos alelos em cada individuo com dados obtidos por SSR foi
genotipada por individuo e os alelos identificados. Apos a genotipagem a diversidade
genética foi estimada pela heterozigosidade esperada (He), pelo conteudo de
informacédo polimérfica (PIC), pelo numero de alelo na populacdo (NA), pela
frequéncia maxima de alelos (fm), pelo nUmero médio de alelos por loco (Nm), pelo
namero total de alelos (Nt), pelo numero efetivo (Ne), pela propor¢do de alelo em
cada populacdo (Pa) e pelo numero de alelo raro (Nr). As estimativas de
dissimilaridade genética para SSR foram realizadas de acordo com o indice
ponderado, organizados em matrizes; para posterior analise de agrupamento pela
ligacdo média entre grupos UPGMA (Unweighted Pair Group Method Using
Arithmethic Average).

Para ISSR as bandas polimérficas detectadas entre os individuos das populacdes de
cada espécie foram codificadas como presenca de bandas (1) e auséncia (0).
Apenas bandas apresentando amplificacdo consistente foram consideradas. As
estimativas de dissimilaridade genética foram realizadas de acordo com Jaccard, e
posteriormente realizado o agrupamento pela ligacdo média entre grupos UPGMA. A
diferenciacdo da variabilidade genética entre e dentro das populacdes e a distancia
entre os pares das popula¢cdes foram avaliadas pela analise de variancia molecular
AMOVA. Todas as andlises de divergéncia genética e de agrupamento foram

realizadas com o auxilio do programa Genes (CRUZ, 2008).
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5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na tabela 3 estd a caracterizagdo molecular das espécies de Passiflora spp.
utilizando SSR. O loco PE 66 apresentou maior heterozigosidade esperada (He)
(0,631) e maior conteudo de informacgdo polimorfica (PIC) (0,559) em todos os
individuos. Foi detectado de 1 a 3 alelos em cada SSR, para as trés espécies. Para

os locos 20, 27, 38 e 41 apresentaram maior frequéncia maxima de alelos.

Para P. edulis Sims f. flavicarpa Deg obteve He=0,611, para P. edulis Sims He=
0,631 e P. alata Curtis He=0,650. Valores semelhantes foram encontrados por
Cerqueira-Silva et al. (2012), ao avaliarem acessos de P. cincinnata, obtendo
He=0,51 e por Padua et al. (2005), que obtiveram He=0,52, utilizando acessos de P.
alata. A diversidade e variabilidade encontrada no género podem estar associadas a
alogamia e autoincompatibilidade das espécies (PEREZ-ALMEIDA et al., 2010). A
diversidade genética de plantas € influenciada pelo sistema de reproducao, pela
forma de vida, pela dispersdo de sementes, pela deriva genética e pela historia
evolutiva. A forma de vida tem influéncias altamente importantes para a diversidade
genética (HU et al., 2014).

Em relacdo ao contetdo de informacdo polimérfica (PIC), Botstein et al. (1980)
definiram o PIC como um indicador de qualidade do iniciador do marcador estudado
e 0 mesmo sera considerado altamente informativo, quando apresentar PIC superior
a 0,5; razoavelmente informativo, quando possuir valores entre 0,25 e 0,50; e,

levemente informativo, o que obtiver valores inferiores a 0,24.

Os locos PE 18 para P. alata Curtis e para P. edulis Sims e PE 15 para P. edulis
Sims f. flavicarpa Deg. foram altamente informativos (PIC: 0,575, 0,556 e 0,535,
respectivamente). Em média, os SSR foram classificados como razoavelmente a

levemente informativo para todas as espécies (Tabela 3).

Para P. edulis Sims foram encontrados nos 13 SSR 29 alelos e todas as espécies
apresentaram entre 1 a 3 por loco. Cazé et al. (2012), ao caracterizarem locos de
SSR desenvolvidos para P. contracta encontraram 42 alelos, com variacdo de 2 a 9
alelos, com média igual a 5. Isto mostra um baixo numero de alelos por loco e
poucos marcadores microssatélites polimérficos tém sido caracteristicos do género,
0 que pode sugerir que estes locos se concentram em regides conservadas, com
pequena taxa de mutacdo (CERQUEIRA-SILVA et al., 2014a).
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Tabela 3 - Caracterizac@o dos 13 SSR utilizados na caracterizagdo molecular das espécies de Passiflora spp.

SSR Total P. edulis Sims f. flavicarpa Degener P. edulis Sims P. alata Curtis
He PIC NA fm He PIC NA fm He PIC NA fm He PIC NA fm

PEO3 0,407 0,324 2 0,721 | 0,000 0,000 1 1,000 |0,000 0,000 1 1,000 |0,277 0,239 2 0,833
PEO8 0,547 0,444 3 0,531 | 0,540 0,452 3 0,571 (0,578 0,486 3 0,454 |0,489 0,369 2 0,571
PE15 0,447 0,403 3 0,150 | 0,611 0,535 3 0,500 (0,480 0,412 3 0,666 |0,611 0,535 3 0,500
PE18 0,609 0,533 3 0,010 | 0,429 0,337 2 0,687 (0,631 0,556 3 0,466 |0,650 0,575 3 0,384
PE20 0,000 0,000 1 1,000 | 0,000 0,000 1 1,000 |0,000 0,000 1 1,000 {0,000 0,000 1 1,000
PE23 0,339 0,282 2 0,280 | 0,375 0,304 2 0,750 (0,413 0,327 2 0,708 |0,000 0,000 1 1,000
PE27 0,493 0,371 2 1,000 | 0,152 0,141 2 0,916 (0,459 0,353 2 0,642 |0,320 0,268 2 0,800
PE37 0,085 0,080 2 0,050 | 0,124 0,116 2 0,933 (0,124 0,116 2 0,933 |0,000 0,000 1 1,000
PE38 0,500 0,412 3 1,000 | 0,124 0,116 2 0,933 (0,124 0,116 2 0,933 |0,000 0,000 1 1,000
PE41 0,624 0,553 3 1,000 | 0,544 0,483 3 0,615 |0,544 0,483 3 0,615 |0,408 0,324 2 0,714
PE66 0,631 0,559 3 0,550 | 0,606 0,529 3 0,500 (0,500 0,375 2 0,500 |0,497 0,373 2 0,533
PE74 0,469 0,359 2 0,680 | 0,244 0,214 2 0,857 0,074 0,071 2 0,961 (0,074 0,071 2 0,961
PE90 0,447 0,366 3 0,187 | 0,320 0,268 2 0,800 [0,524 0,440 3 0,600 |0,132 0,123 2 0,928
Média 0,431 0,361 2,42 0,373 | 0,313 0,269 2,15 0,774 0,342 0,287 2,23 0,729 |0,266 0,221 1,85 0,786

Legenda: He = heterozigosidade esperada; PIC = conteludo de informacédo polimérfica; NA = nimero de alelo e fm = frequéncia
maxima de alelos.
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Em relacdo a frequéncia maxima (fm) de alelos encontrados, maior parte dos locos
apresentou valores maiores que 50%, o que revela ampla diversidade genética entre
0S acessos avaliados. Apenas o loco PE 08 e PE 18 para a P. edulis Sims e PE 18
para P. alata Curtis apresentaram frequéncia méaxima de alelo menor que 50%
(Tabela 3).

Numero médio (Nm), total (Nt), efetivo (Ne), proporcao de alelo em cada populacdo

(Pa) e numero de alelos raros (Nr) para SSR séo apresentados na tabela 4.

P. edulis Sims apresentou maior nimero de alelo médio (2,2308), maior niUmero total
de alelo (29), maior numero efetivo de alelos (0,2308) e maior proporcao de alelo em
cada populacéo (0,725). P. edulis Sims e P. alata Curtis apresentaram um alelo raro
cada um com 4,1667% para P. alata Curtis e P. edulis Sims f. flavicarpa Deg. néo

apresentou alelos raros (Tabela 4).

Tabela 4 - Numero médio (Nm), total (Nt), efetivo (Ne), proporcéo de alelo em cada

populacao (Pa) e numero de alelos raros (Nr) para SSR.

Espécies Nm Nt Ne Pa Nr Nr(%)

P. edulis Sims f. flavicarpa Deg. 2,1538 28 2,1538 0,700 0 0,0000
P. edulis Sims 2,2308 29 2,2308 0,725 1 3,4483

P. alata Curtis 1,8462 24 1,8462 0,600 1 4,1667

S&o considerados alelos raros aqueles que apresentam frequéncia menor que 0,05.
Os alelos deixaram de ser raros na populacéo P. edulis Sims f. flavicarpa Deg. em
razdo do aumento da sua frequéncia. Ha hipotese de que esses alelos estejam

ligados a genes de interesse agronémico (REIS et al., 2011).

A andlise dos 14 primers ISSR das espécies de Passiflora spp. avaliadas esta
apresentada na tabela 5. Os 14 primers ISSR produziram 218 bandas, com média
de 15,57 bandas por primer, dos quais 215 (99%) foram polimorficos. Os tamanhos

dos fragmentos variaram de 110-2200 pb.

O primer UBC 865 apresentou maior numero de bandas (21) e o UBC 887 o menor
(9). Todas as espécies apresentaram alto nimero de bandas polimorficas acima de
67%, sendo que P. edulis Sims apresentou 98% (Tabela 5).
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P. edulis Sims f. flavicarpa

ISSR Total Degener P. edulis Sims P. alata Curtis
NTB NBP %P A NTB NBP % P A NTB NBP % P \% NTB NBP % P A
uBcsgo7r 15 15 100 1500-370| 14 14 100 1500-370| 13 13 100 1000-370 | 11 11 100 900-370
uBCcS808 12 12 100 1050-380| 12 12 100 1010-390| 12 12 100 1050-380| 8 8 100 1010-490
uBCs810 21 19 90 1500-110| 18 14 78 1000-110| 10 9 90 900-110 | 15 10 67 1000-150
uBCcs8i1 17 17 100 2000-290| 11 10 91 1500-390| 12 12 100 1500-490| 14 12 86 1300-290
uBCs812 13 13 100 1200-350 | 10 10 100 1200-350| 9 9 100 850-350 | 11 11 100 1200-350
uBCs8is5 16 16 100 1100-300| 14 14 100 1100-300| 16 16 100 1100-300| 10 10 100 1050-380
uBCs842 15 15 100 750-250 | 15 15 100 750-250 | 13 13 100 750-250 | 13 13 100 750-250
uBCs854 19 19 100 2000-290| 16 16 100 1800-290 | 18 18 100 2000-290 | 16 16 100 750-390
uBCs865 21 21 100 1900-310| 19 19 100 1800-390| 13 13 100 1500-310 | 18 17 94 1900-410
uBCcs78 17 17 100 2000-390| 17 17 100 2000-500 | 15 15 100 1800-390| 17 17 100 2000-390
uBC886 18 18 100 2200-280| 18 18 100 2200-300 | 13 13 100 1000-300| 17 16 94 2100-280
uBC887 9 9 100 1080-480| 9 9 100 1020-480| 9 9 100 1050-500| 9 9 100 1080-480
uBCcsg8so 11 11 100 1100-380| 11 11 100 1100-380| 9 9 100 1000-450| 7 7 100 1050-380
uBCs891 14 13 93 1100-300| 13 12 92 1100-300| 12 9 75 1000-300 | 12 11 92 1050-300
Total 218 215 99 - 197 191 97 - 174 170 98 - 178 168 94 -

Legenda: NTB = numero total de bandas; NBP = ndimero de bandas polimérficas; %P = porcentagem de polimorfismo; V =
amplitude dos fragmentos gerados pelos primers.
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Para P. edulis Sims f. flavicarpa Deg. observou-se maior numero de bandas (197),
das quais 191 (97%) foram polimérficas, além de maior amplitude de tamanho dos
fragmentos que variaram de 110-2200 pb em relagdo as outras espécies. O primer

UBC 865 apresentou maior numero de bandas (19) (Tabela 5).

A analise ISSR detectou elevado numero de bandas por primer e baixa percentagem
de marcadores monomorficas, indicando alta variabilidade genética interespecifica
dos acessos. Estudos com Passiflora, também verificaram niveis elevados de
polimorfismo, variando 70,5-98% (SANTOS et al., 2011; COSTA et al., 2012). No
entanto, a andlise ISSR nado € recomendada para estudos taxonémicos e filogenia, o
elevado numero de bandas polimérficas pode ser agrupado de acordo com a origem
geografica (WU et al., 2009).

A andlise de variancia molecular (AMOVA) das espécies de Passiflora spp. esta

apresentada na tabela 6.

Pelos dados de AMOVA tanto com dados de SSR como de ISSR, no geral, as trés
espécies apresentaram diferencas genéticas quanto a altitude, com diferenca
significativa para as espécies e as altitudes entre e dentro das populacdes com
(p<0,01). Os valores de ST foram maiores para dados SSR e P. alata Curtis
apresentou maior valor de @ST (0,81) com este marcador. A @ST apresentou maior
valor para os dados SSR em relacdo ao ISSR para as trés altitudes. Maior valor de
@ST (0,87) foi encontrado em baixa altitude para SSR (Tabela 6).

Houve diferenciacdo genética das espécies de acordo com a altitude de coleta. No
geral houve maior variacao genética entre que dentro de cada altitude para as trés
espécies com dados de SSR e dentro para os dados ISSR, e P. edulis Sims
apresentou resultados similares para ambos os marcadores. Apenas P. edulis Sims
f. flavicarpa Deg. com dados de ISSR néo apresentou significancia dentro.

Os dados de SSR mostraram maior diversidade genética entre populacdo para P.
edulis Sims f. flavicarpa Deg. (70,26%) e P. alata Curtis (80,65%). No entanto, para
estas espécies a maior diversidade genética dentro da populacdo foi detectada por
ISSR.

P. edulis Sims apresentou padrdo semelhante com os dois marcadores entre e
dentro de populacdes dados SSR (43,33 e 56,67%) e ISSR (44,21 e 55,79%),

respectivamente.
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Tabela 6 - Analise de variancia molecular (AMOVA) de trés espécies de Passiflora spp. coletadas em trés altitudes, a partir de

dados de SSR e ISSR.

SSR ISSR
Componente de Componente de

FV GL  SQ QM variancia % @2ST SQ QM variancia % ST

Passiflora edulis Entre 2 6,14 3,07 0,57 70,26 0,70 | 159,00 79,50 10,61 28,637 0,28~
Sims f. Dentro 12 2,88 0,24 0,24 29,74" 317,40 26,45 26,46 71,37
flavicarpa Deg. Total 14 9,02 0,64 0,81 100,00 476,40 34,03 37,06 100,0

Passiflora edulis EM€ 2 313 156 0,25 43,332 0,437 | 188,40 94,20 15,04 44,21: 0,44~
Sims Dentro 12 3,89 0,32 0,32 56,67 227,80 18,90 18,90 55,79
Total 14 7,02 0,50 0,57 100,00 416,20 29,72 34,03 100,0

Passifiora alata ENe 2 453 226 0,43 80,65: 0,81 | 207,20 103,60 16,70 45,38: 0,45
Curtis Dentro 12 1,24 0,10 0,10 19,35 241,20 20,10 20,10 54,62
Total 14 5,77 0,41 0,53 100,00 448,40 32,03 36,80 100,0

Entre 2 9,86 4,93 0,94 81,317 0,81 | 165,87 82,93 12,39 37,15° 0,37
Alta Dentro 12 2,60 0,22 0,22 18,69 251,60 20,97 20,97 62,85
Total 14 12,46 0,89 1,16 100,00 417,47 29,82 33,36 100,0

Entre 2 10,12 5,06 0,94 71,347 0,71 | 200,80 100,40 14,99 37,05 0,37
Média Dentro 12 4,52 0,38 0,38 28,66 305,60 25,47 25,47 62,95~
Total 14 14,64 1,05 1,31 100,00 506,40 36,17 40,45 100,0

Entre 2 7,40 3,70 0,72 87,66 0,87 |239,20 119,60 20,10 51,287 0,51
Baixa Dentro 12 1,22 0,10 0,10 12,34" 229,20 19,10 19,10 48,72"
Total 14 8,62 0,62 0,82 100,00 468,40 33,45 39,20 100,0

"S nao significativo; ~ significativo a 1% de probabilidade pelo teste F, respectivamente.

Legenda: FV = fonte de variacdo, GL = grau de liberdade, SQ = soma de quadrado, QM = quadrado médio.
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Maior valor de ST (0,44) foi encontrado para os dados ISSR (Tabela 6).

Os dados SSR mostraram maior diferenciagdo da diversidade genética entre
populacdo para as trés altitudes. Os dados ISSR mostraram maior diferenciacao
dentro da populacdo para alta altitude (62,85%) e média altitude (62,95%) (Tabela
6).

Para a baixa altitude, dados ISSR, foi observado um padrédo semelhante para a

diversidade genética entre e dentro da populacéo.

Estudo com Poa hiemata utilizou marcadores microssatélites em que os dados da
AMOVA também apresentaram maior estruturacdo genética entre populacdo para as
altitudes. Estudo com Sisyrinchium micranthum Cav. ao utilizar ISSR também
verificou maior variancia dentro das populacbes, no qual corresponde com a

estrutura genética de espécies alogamas (TACUATIA et al., 2012).

Corroborando os dados de variacdo entre e dentro com os dois marcadores, 0s
agrupamentos mostraram maior similaridade genética interpopulacional com SSR e
intrapopulacional com dados de ISSR (Figura 1). As populacfes de baixa altititude
sempre se diferenciaram das demais independentes da espécie e do marcador
utilizado e as populacdes de média e alta altitude ndo apresentaram distincdo com
marcadores SSR e apresentaram com ISSR.

A espécie P. alata Curtis apresentou clara distincdo entre os individuos dependendo
da altitude, independente do marcador, com formacédo de trés grupos bem definidos.
As maiores e menores distancias genéticas entre foram 0,46 e 0,05,

respectivamente com SSR, e de 0,70 e 0,26, respectivamente para ISSR (Figura 1).

A espécie P. edulis Sims f. flavicarpa Deg. maiores e menores distancias genéticas
entre os 15 acessos foram de 0,75 e 0,11, respectivamente, com dados SSR. A
formacdo de trés grupos cada um constituido de individuos da mesma altitude com
dados SSR. Os individuos em baixa altitude apresentaram maior dissimilaridade
genética em relagdo aos demais e maior similaridade genética entre si, com 0s
individuos 1 e 3 com 100% de similaridade. Com ISSR, (as maiores e menores
disssimilaridades entre os individuos foram de 0,77 e 0,45, respectivamente), houve
a formacdo de trés grupos, cada um agrupando individuos da mesma altitude
(Figura 1).
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Figura 1 - Dendrograma das espécies de Passiflora spp., obtido pelo método UPGMA.

Legenda: 1,2,3,4,5 = altitude baixa, 6,7,8,9,10 = altitude média, 11,12,13,14,15 = altitude alta.
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Para P. edulis Sims maiores e menores distancias genéticas entre os 15 acessos,
por SSR foram de 0,66 e 0,07, respectivamente, sendo formados dois grupos. Um
com individuos de baixa altitude e outro com individuos de alta e média altitude.
Individuos em baixa altitude apresentaram maior dissimilaridade genética em
relagdo a alta e média altitude. Com dados ISSR, (maiores e menores distancias
genéticas foram de 0,79 e 0,30, respectivamente), verifica-se a formacédo de trés
grupos correspondentes as diferentes altitudes refletindo maior dissimilaridade

genética entre elas (Figura 1).

Considerando uma analise geral com os 45 individuos estudados das trés espécies,
os dados SSR evidenciaram maior similaridade genética interpopulacional e os de

ISSR intrapopulacional (Figura 2).
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spp. nas trés altitudes, obtida pelo método UPGMA.
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Legenda: AMA = maracujd amarelo em baixa altitude, AFL = maracuja amarelo em
média altitude, ASM = maracuja amarelo em alta altitude, RMA = maracuja roxo em
baixa altitude, RJIM = maracuja roxo em média altitude, RSM = maracuja roxo em
alta altitude, DJM = maracuja doce em baixa altitude, DFL = maracuja doce em

média altitude, DSM = maracuja doce em alta altitude.

Para os dados SSR, (as maiores e menores distancias genéticas entre os 45
acessos de Passiflora spp. foram 0,67 e 0,06, respectivamente), houve formacéo de
dois grupos: um reunindo P. edulis Sims f. flavicarpa Deg. e P. edulis Sims nas trés
altitudes e outro grupo P. alata Curtis nas trés altitudes. Os individuos das espécies
P. edulis Sims f. flavicarpa Deg. e P. edulis Sims apresentaram maior similaridade
genética em baixa altitude. Os individuos 1, 3 e 4 (P. edulis Sims em baixa altitude)
apresentaram 100% de similaridade, como também os individuos 1 e 3 (P. edulis
Sims f. flavicarpa Deg. em baixa altitude). P. edulis Sims f. flavicarpa Deg. e P. edulis

Sims em média e alta altitudes se misturaram (Figura 2).

Na analise de agrupamento ISSR, (maiores e menores distancias genéticas entre 0s
45 acessos de Passiflora spp. foram 0,78 e 0,26, respectivamente). Houve formacéo
de trés grupos: grupo I: P. alata Curtis nas trés diferentes altitudes, junto com P.
edulis Sims f. flavicarpa Deg. em média altitude; grupo Il: P. edulis Sims f. flavicarpa
Deg. e P. edulis Sims em alta e baixa altitude e grupo Ill: P. edulis Sims em média
altitude. Os individuos de P. alata se agruparam em relacdo as altitudes. Os
individuos das espécies P. edulis Sims f. flavicarpa Deg. e P. edulis Sims ficaram
mais préximos em baixa altitude, assim como os individuos em alta altitude. No
entanto, P. edulis Sims em média altitude apresentou maior dissimilaridade genética
(Figura 2).

Em geral, os marcadores ISSR podem ser ferramentas valiosas para estudar a
diversidade genética intraespecifica em Passiflora, uma vez que permitem o

agrupamento de acessos de acordo com a origem genética (COSTA et al., 2012).

Individuos das espécies P. edulis Sims f. flavicarpa Deg. e P. edulis Sims situadas
em meédia e alta altitudes ficaram mais proximos, ou seja, maior similaridade

genética. As populagbes tendem a se agrupar em um mesmo grupo, quando elas
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estdo geograficamente restritas e ocorre estreita proximidade uma da outra (HOU,
LOU, 2011).

Os resultados mostram que P. alata Curtis apresentou maior dissimilaridade genética
em relacdo as outras espécies. Grandes distancias genéticas entre P. edulis Sims f.

flavicarpa Deg. e P. alata Curtis também foram observadas por Castro et al. (2011).

Em conformidade com Zhang et al. (2006), populagbes em altitudes superiores
podem apresentar reducédo da diversidade genética e aumento da endogamia, pois
nestes locais a pressao de selecdo € maior devido as condi¢cbes climaticas, em
altitudes altas as populagbes podem enfrentar radiacdo significativamente maior,
ventos mais fortes e baixa temperatura (LIU et al., 2012), geralmente a reducéo da
temperatura associada a alturas crescentes causa diminuicdo na disponibilidade de

recursos.

5.4 CONCLUSOES

Ha diferenca molecular entre as espécies de Passiflora spp., no qual P. edulis Sims
f. flavicarpa Deg. e P. edulis Sims sdo as mais proximas e P. alata Curtis apresenta

maior dissimilaridade genética.

Os marcadores SSR e ISSR possibilitam indicar a dissimilaridade entre as espécies,

no qual podem ser utilizados para analisar as relacdes entre as espécies.

O marcador ISSR permite maior diferenciacdo entre os individuos dentro das

espécies.

As populacdes de baixa altitude se diferenciam das demais independente da espécie

e do marcador utilizado.
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6. CONCLUSOES GERAIS

Sementes de maracuja amarelo sem escarificagcdo, maracuja roxo escarificada e
maracuja doce tratadas com acido giberélico apresentam maiores valores de
germinacao e vigor.

Sementes de maracuja amarelo e sementes localizadas em alta altitude apresentam
maior qualidade fisioldgica.

O envelhecimento acelerado com saturacédo salina a 43 °C por 72 horas e o teste de
deterioragcédo controlada na temperatura de 45 °C, com 25% de umidade durante 24
horas diferenciam as espécies nas diferentes altitudes.

Ha diferenca entre as espécies de Passiflora spp., no qual P. edulis Sims f. flavicarpa
Deg. e P. edulis Sims sdo as mais préoximas e P. alata Curtis apresenta maior
dissimilaridade genética em relacdo as espécies.

Os marcadores SSR e ISSR possibilitam indicar a dissimilaridade entre as espécies,
no qual podem ser utilizados para analisar as relacdes entre as espécies.

O marcador ISSR permite maior diferenciacdo entre os individuos dentro das
espécies.

As populagdes de baixa altitude se diferenciam das demais independente da espécie

e do marcador utilizado.
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APENDICES

Tabela 1 - Quadrado médio de germinacéo (G), indice de velocidade de germinacao
(IVG), comprimento da parte aérea (CPA), da raiz (CR), massa fresca (MF) e seca
(MS) de plantulas de espécies de Passiflora spp. cultivadas em diferentes altitudes e
tratadas (E - escarificacao fisica; GAs - &cido giberélico SE - sem escarificacdo) em
laboratério.

FV GL G VG CPA CR MF MS
Espécies 2  44757,48° 41,93 24,14 14521 6112,84 1,73
Altitude 2 352459° 530 3,227 1,64° 123,090 10,63
Tratamento 2 441,03 1,86 6,71 20,23° 393,56 5,35
ExA 4 653,26 3,85 7,48 1,85 253,33 1,69
ExT 4 232,37 1,53 3,67 4,16 207,76 3,54
AXT 4 259,48" 0,43 0,11 0,72  22162° 0,98
EXAXT 8 352,15 0,93 3,02 1,34 189,81 1,61
Residuo 81 37,53 0,04 0,34 0,67 29,18 0,21
Total 107  1008,26 1,23 1,54 3,99 185,34 0,85

"S ndo significativo; ~, = significativo em nivel de 1 e 5% de probabilidade,

respectivamente, pelo teste F.
FV = fonte de variacdo, GL = grau de liberdade, E = espécies, A = altitude, T =
tratamentos.

Tabela 2 - Quadrado médio de emergéncia (E), indice de velocidade de emergéncia
(IVE), didametro do coleto (DC), altura (AL), comprimento da parte aérea (CPA), da
raiz (CR), massa fresca (MF) e seca (MS) de plantulas de espécies de Passiflora
spp. cultivadas em diferentes altitudes e tratadas (E - escarificacdo fisica; GAs3 -
acido giberélico; SE - sem escarificacdo) em casa de vegetacao.

FV  GL E IVE DC AL CPA CR MF MS
E 2 43898,78 20,68 0,04 22,28 30,23" 5,000 46397,62 5552,60
A 2 192,000 0,077 0,017 0,31 0,40™ 1,05™ 964,43 9950"
T 2 722,11° 0,29° 0,03 0,33" 0,36™ 0,02 4002,44"™ 123,68

ExA 4 913,11 0,31 0,037 2,05° 1,127 0,54™ 25283,91" 313,86

4
4
8

ExT 327,22° 0,13° 0,017 1,00 0,72" 0,76™ 6865,79" 740,21
AXT 48,94 0,02° 0,01 0,33"™ 0,66™ 0,70 10095,23"™ 414,17"
ExXAXT 368,22 0,08" 0,02” 0,30™ 0,16™ 0,42" 7890,91™ 333,88"
Residuo 81 37,26 0,02 0,01 044 039 049 527800 88,57
Total 107 94156 0,43 0,01 091 0,98 0,59 712593 254,86
ndo significativo; ~, = significativo em nivel de 1 e 5% de probabilidade,

respectivamente, pelo teste F.

ns
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FV = fonte de variacdo, GL = grau de liberdade, E = espécies, A = altitude, T =
tratamentos.

Tabela 3 - Quadrado médio de germinacéo (G), indice de velocidade de germinacao
(IVG), comprimento da parte aérea (CPA), da raiz (CR), massa fresca (MF) e seca
(MS) de plantulas de Passiflora edulis Sims f. flavicarpa Degener submetidas ao
envelhecimento acelerado tradicional e envelhecimento acelerado com saturacdo
salina (NaCl) nas temperaturas de 41, 43 e 45 °C por 0, 24, 48, 72 e 96 horas de

exposicao.

FV GL G VG CPA CR MF MS

E 1 53256,50° 93,86 1806,50 109,60 17189,30° 86,80

T 2 1835,20° 1,12° 35,44,80° 14981,60 20322,20° 86,00

Tempo 4 7304,30° 10,03° 17672,60° 17683,40° 1020,10° 9,60

ExT 2 206,90 1,897 145,90 825,100 11649,70° 49,40

ExTe 4 4147,50° 6,33 629,700 330,50° 2989,000 11,00

TxTe 8 506,500 0,75 733,400 1100,90° 1995500 9,40
8

ExTxTe 48590 1,19 461,000 433,80° 1900,000 9,70
Residuo 90 68,50 0,17 15,30 25,70 192,20 0,40
Total 119 985,30 1,65 784,00 994,70  1223,80 5,30

ns

ndo significativo; , = significativo em nivel de 1 e 5% de probabilidade,
respectivamente, pelo teste F.
FV = fonte de variacdo, GL = grau de liberdade, E = envelhecimento, T =

temperatura, Te = tempo.

Tabela 4 - Quadrado médio de germinacéo (G), indice de velocidade de germinacao
(IVG), comprimento da parte aérea (CPA), da raiz (CR), massa fresca (MF) e seca
(MS) de plantulas de espécies de Passiflora spp. cultivados em diferentes altitudes e

submetidas ao envelhecimento acelerado com saturacdo salina a 43 °C por 72

horas.

FV GL G VG CPA CR MF MS
Espécies 2 27009,56° 34,097 1520 12,100 1519,60° 82,34
Altitudes 2 2617,56 2,05 11,137 10,860  5402,21° 59,99

EN 1 174,22" 0,167 0,81" 142,307 14601,98" 12244"

ExA 4 414,22" 2627 6,97 5,94 3601,71" 9,47"
E x EN 2 29,56 " 0,34" 3,157 102,797 3199,55° 60,99
A X EN 2 4,22 0,60° 1,57 17,737 217350 25,03"

4

ExAXEN 195,56 052" 3,33" 2,13™ 1006,32"  12,27"
Residuo 54 4963 0,06 0,35 0,94 33,02 0,35
Total 71 910,07 1,27 1,74 7.21 836,72 9,64
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ns

ndo significativo; ~, = significativo em nivel de 1 e 5% de probabilidade,
respectivamente, pelo teste F.
FV = fonte de variacdo, GL = grau de liberdade, E = espécies, A = altitude, EN =

envelhecimento.

Tabela 5 - Quadrado médio de germinacgéo (G), indice de velocidade de germinacéo
(IVG), comprimento da parte aérea (CPA), da raiz (CR), massa fresca (MF) e seca
(MS) de plantulas de Passiflora edulis Sims f. flavicarpa Degener submetidas a
deterioragédo controlada na temperatura de 45 °C nos tempos de 24 e 48 horas de
exposi¢cdo com 17, 22 e 25% de umidade.

FV GL G IVG CPA CR MF MS
Tempo 1 170,678 2,317 0,02™  0,07™ 61,70  0,41™
Umidade 2 63267 09" 005" 435  29,68™ 0,58™
TxU 2 60,67 0,13™ 0,09 0,12  1589™  0,30™
Residuo 18 33,78 0,05 0,06 0,31 22,86 0,24
Total 23 2165,33 5,26 1,33 14,57 564,37 6,53
CV (%) 6,27 7,96 5,15 10,00 5,49 7,02

ns

nao significativo; , = significativo em nivel de 1 e 5% de probabilidade,
respectivamente, pelo teste F.
FV = fonte de variacdo, GL = grau de liberdade, T = tempo, U = umidade, CV (%) =

coeficiente de variacao.

Tabela 6 - Quadrado médio de germinacéo (G), indice de velocidade de germinacéo
(IVG), comprimento da parte aérea (CPA), da raiz (CR), massa fresca (MF) e seca
(MS) de plantulas de espécies de Passiflora spp. cultivadas em diferentes altitudes e
submetidas a deterioracdo controlada na temperatura de 45 °C no tempo de 24
horas de exposi¢cdo com 25% de umidade.

FV GL G IVG CPA CR MF MS

Espécies 2 15336,80° 17,12°  4,08" 812" 100695 820
Altitude 2 667,60 1,56 0,13 10,06  135,76™ 7,51

ExA 4 114,60 0,90 0,13 0,66 341,77 0,22
Residuo 27 54,80 0,03 0,55 0,24 71,79 0,35

Total 35  33947,00 41,80 23,68 4542  5590,90 41,77
CV (%) - 11,40 8,53 17,83 7,59 11,76 9,25

ns

ndo significativo; ~, = significativo a 1 e 5% de probabilidade pelo teste F,
respectivamente.

FV = fonte de variagdo, GL = grau de liberdade, E = espécies, A = altitude, CV (%) =
coeficiente de variagao.



