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ANALISES MORFOLOGICAS E GENETICAS EM PROGENIE HIBRIDA F; DO

CRUZAMENTO Passiflora gardneri MAST x Passiflora gibertii N.E. BROWN

RESUMO

A variabilidade de espécies, formatos e cores faz com que as Passifloras sejam apreciadas
como plantas ornamentais no mundo inteiro. Muitos hibridos ornamentais de Passiflora
surgem a cada ano por meio da técnica de hibridacdo interespecifica. Este trabalho teve como
objetivos confirmar a hibridacdo interespecifica do cruzamento entre Passiflora gardneri
Mast x Passiflora gibertii N.E Brow (progénie HD15), estimar parametros genéticos dos
genitores e hibridos F1, bem como avaliar os efeitos de diferentes niveis de sombreamento em
genotipos hibridos cultivados em diferentes tipos de vasos. Botdes florais dos genitores foram
protegidos e emasculados proximos a antese. Os frutos resultantes do cruzamento controlado
foram protegidos até o seu completo amadurecimento e as sementes colocadas para germinar
em bandejas de 128 celas contendo substrato vegetal. DNA gendmico dos genitores e hibridos
F;, HD15 foram extraidos para confirmacdo da hibridacdo e dez primers RAPD e cinco
primers SSR foram testados. Foram caracterizadas morfologicamente doze plantas hibridas e
seus genitores, no delineamento experimental em blocos ao acaso, com trés repeticbes. O
crescimento e o florescimento dos hibridos HD15-101 e HD15-103 foram avaliados em vasos
de ceramica e concreto sob quatro niveis de sombreamento (0 %, 25 %, 50 % e 75 %). A
hibridacéo interespecifica foi bem sucedida, resultando em duas cultivares: P. ‘Gabriela’ ¢ P.
‘Bella’. Oito primers RAPD (UBCO03, UBC04, UBCO06, UB11, UBC17, UBC23, UBC25,
OPD11) e um primer SSR (Pe75) apresentaram bandas informativas que confirmaram a
paternidade dos hibridos. Por meio da estimacdo de parametros verificou-se a existéncia de
variabilidade entre os hibridos, devido aos elevados valores de CVg e H? A distancia

generalizada de Mahalanobis evidenciou alta correlagdo (r = 0,80) e o dendograma



possibilitou visualizar a formacao de dois grandes grupos. Os sombreamentos de 25 % e 50 %
proporcionaram crescimentos maiores para os hibridos HD15-101 e HD14-103. Por outro
lado o sombreamento de 25 % promoveu maior incremento no nimero de flores para os dois
hibridos estudados. Assim, os hibridos de Passiflora apresentam potencial para serem

utilizados como elementos de decora¢do em ambientes de sombra moderada.

Palavras-chave: Passiflora, hibridacdo interespecifica, plantas ornamentais, parametros

genéticos, niveis de sombreamento.



MORPHOLOGICAL AND GENETIC ANALISIS OF F1 HYBRID PROGENY FROM

CROSSING Passiflora gardneri MAST x Passiflora gibertii N.E. BROWN

ABSTRACT

The Passifloras plows worldwide appreciated the ornamental plants due to its great variety of
species, shapes and colors. Many ornamental hybrids of passiflora have been produced each
year by inter specific hybridization technique. This study have the goals to confirm the inter
specific crossing between Passiflora gardneri Mast x Passiflora gibertii N.E. Brown, to
estimate genetic parameters of HD15 F; hybrids and their genitors, and to assess the effect of
different light conditions in hybrid genotypes cultivated in ceramic and concrete pots. Floral
buttons of genitors were emasculated and protected near a thesis. The fruits resulting from
artificial crossing were protected until its full maturity and their seeds were germinated in
trays of 128 cells containing plant substrate. Genomic DNA of genitors and HD15 F; hybrids
were extracted to confirm the hybridization, and ten RAPD primers and five SSR primers
were tested. Twelve hybrid plants and their genitors were characterized morphologically
under the randomized block design with three replications. The growth and flowering of
hybrids HD15-101 and HD15-103 were evaluated in ceramic and concrete pots under four
light conditions (full sun, 25%, 50% and 75%). The interspecific hybridization was
successful and resulted in two cultivars which were named P. 'Gabriela’ and P. 'Bella’. Eight
primers RAPD and one primer SSR primer presented informative bands that confirmed the
paternity of hybrids. Through the estimation of parameters, one verified the existence of
variability among the hybrids due to the high values of CVVg and H2. The Mahalanobis
distance showed high correlation (0.80) and dendogram view allowed the formation of two

large groups. The 25% and 50% shade treatment showed the best growth goes hybrids



HD15-101 and HD14-103, while the 25% one provided the larger number of flowers in the
two studied hybrids. In this manner, these hybrids passion fruits have potential to be used the

decorations in environments of moderate shade.

KEY-WORDS: Ornamental passifloras, interspecific hybridization, genetic parameters, shading

levels.
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1 INTRODUCAO

O Brasil e considerado centro de diversidade da familia Passifloraceae, com flores
vistosas e coloracdo diversificada. A diversidade nativa desta familia desperta grande
interesse 0 que motiva coletas e a formacao de bancos de germoplasma para manutencédo da
biodiversidade (BERNACCI, et al., 2005). Colecdes de Passifloras foram estabelecidas com
finalidade ornamental, onde grande parte destas encontra-se no exterior, principalmente nos
paises europeus ou em centros de pesquisa (PEIXOTO, 2005).

O uso de Passifloras como plantas ornamentais € descrito desde o século XVII nos
paises europeus, com a utilizacdo das espécies Passiflora caerulea e Passiflora incarnata
(PEIXOTO, 2005). Anos depois surgiu o primeiro hibrido artificial de Passiflora, resultante
do cruzamento entre as espécies P. caerulea e P. racemosa. Assim, diversas combinacdes de
hibridos interespecificos de Passiflora com finalidade ornamental ja foram obtidos
(VANDERPLANK, 2000).

Os marcadores moleculares, ou marcadores de DNA, sdo caracteristicas particulares
de cada individuo de uma espécie, que discriminam dois ou mais individuos e sdo herdados

geneticamente (MILLACH, 1998). Marcadores como RAPD e microssatélites sdo técnicas



amplamente empregadas na confirmacdo da fecundacédo cruzada, envolvendo cruzamentos
inter e intra-especificos, com uma metodologia rapida e confidvel, podendo ser utilizada para
cruzamentos que ndo possuam genes marcadores ou para casos onde a andlise é dificil ou
demorada (FALEIRO, 2003).

A estimativa de pardmetros genéticos é de grande importancia para o melhoramento
genético, onde sua determinacdo pode reduzir o tempo gasto para produzir uma variedade,
além de subsidiar o planejamento de eficientes estratégias de melhoramento (SERA et. al.,
1999). Assim, faz-se necessario o conhecimento das relacfes genéticas entre gendtipos, uma
vez que este conhecimento serve de base para a tomada de decisdo na selecdo de genotipos
mais promissores (ALLARD, 1971).

A luz ¢é o fator primordial para o crescimento das plantas, fornecendo energia para a
fotossintese, bem como sinais que regulam o seu desenvolvimento por meio de receptores de
luz sensiveis a diferentes intensidades. Portanto, modificacGes nos niveis de intensidade de
luz, aos quais uma espécie esta adaptada, condicionam diferentes respostas em suas
caracteristicas fisioldgicas, anatémicas e de crescimento (ATROCH et al., 2001). O cultivo de
espécies de Passiflora ocorre em diferentes tipos de ambientes como em jardins, cercas e
muros onde predominam o sol, alem de serem cultivados em vasos para a ornamentacao de
interiores onde predomina um ambiente mais sombreado.

O presente trabalho teve como objetivo principal desenvolver hibridos interespecificos
ornamentais de Passiflora, utilizando espécies nativas do Brasil, caracterizando estes hibridos
com base parametros genéticos; e como objetivos especificos: (i) confirmar a ocorréncia de
fecundacdo cruzada em hibridos interespecificos F;1 obtidos por meio do cruzamento entre
Passiflora gardneri Mast x Passiflora gibertii N.E Brown, utilizando marcadores moleculares
RAPD e SSR (microssatélite); (ii) caracterizar as plantas hibridas com base em parametros

morfoldgicos de interesse ao mercado de plantas ornamentais; (iii) caracterizar os genitores e



os hibridos e estimar parametros genéticos com base em descritores morfoldgicos; (iv) avaliar
o crescimento e o florescimento dos hibridos de Passiflora desenvolvidos e cultivados em

diferentes tipos de vasos, sob diferentes niveis de sombreamento.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Género Passiflora

O género Passiflora é considerado o mais importante da familia Passifloracaeae, que
integra a ordem Malphigiales (MILWARD-DE-AZEVEDO; BAUMGRATZ, 2004),
composta por 19 géneros (BERNACCI, 2003) e 750 espécies (FEUILLET; MACDOUGAL,
2007), com distribuicdo predominantemente tropical e subtropical (BERNACCI et al., 2003).
As espécies desta familia sdo geralmente trepadeiras herbaceas ou lenhosas, podendo
apresentar-se como ervas ou arbustos, geralmente com gavinhas axilares (VANDERPLANK,
2000). Destas 750 espécies, cerca de 150 a 200 séo originarias do Brasil e sdo usadas como
alimento e para fins medicinal (RAMOS et al., 2007), cosmético (DHAWAN et al.; 2004) e
ornamental (VANDERPLANK, 2000; ULMER;MCDOUGAL, 2004).

A maior parte do maracujazeiro cultivado pertence a espécie P. edulis f. flavicarpa O.
Deg. (maracuja-azedo), consumido principalmente na forma de suco. Porém P. edulis f. edulis
conhecida como maracuja-roxo € bastante utilizada na regido Sul e Sudeste do Brasil. O
cultivo do maracuja teve inicio na década de 1970 com o maracuja azedo, gerando R$ 500

milhdes, com 250.000 pessoas empregadas. No ano de 2000, Passiflora edulis f. flavicarpa



ocupou uma &rea de aproximadamente 33.400 hectares, com uma producdo de 330,8 mil
toneladas, com produtividade de 9,9 t/ha (FRUTISERIES, 2002). A producdo em 2006 foi da
ordem de 615.196 t/ha, com destaque para o estado da Bahia, que produziu 207.962 t/ha
(IBGE, 2008).

A espécie P. alata, mais conhecida como maracuja-doce, geralmente € consumida in
natura (SOUZA; MELETTI, 1997). Existem ainda outras espécies de passifloras que sdo
cultivadas em menor escala: P. quadrangularis, P. caerulea, P. laurifolia, P. incarnata, P.
ligularis e P. molissima (MARTIN; NAKASOME, 1970; PEREIRA, et al., 2000; CAMILO
et al., 2003). Cerca de 70 especies produzem frutos comestiveis, com ampla variabilidade
genética que necessita ser conhecida, caracterizada e conservada através de bancos de

germoplasma ou em programas de melhoramento genético (CUNHA et al., 2002).

2.2 Morfologia do género Passiflora

O género Passiflora compreende plantas trepadeiras herbaceas ou lenhosas, podendo
apresentar-se como ervas e arbustos de hastes cilindricas ou quadrangulares, angulosas,
suberizadas, glabras ou pilosas. O caule pode ser cilindrico, angular, sub-angular, raramente
quadrangular e estriado longitudinalmente. As gavinhas sdo solitarias e axilares, bem
desenvolvidas. As estipulas estdo sempre presentes e sdo muito variaveis quanto a forma,
desde setaceas ou lineares, até amplamente ovadas (CERVI, 1997; TEIXEIRA, 1995).

As folhas do género Passiflora sdo quase sempre alternadas, mas muito variaveis entre
as especies, inclusive dentro da mesma espécie, como em P. setacea L. (ULMER;
MCDOUGAL, 2004). Os lobos das folhas podem ser sem divisdo (P. laurifolia), bi, tri ou até

pentalobadas. A margem das folhas normalmente € inteira, mas podem ser denteadas ou



serreadas. As folhas podem ser tri-nervadas, mas podem existir folhas com quatro a nove
nervos, alcangando a margem (VANDERPLANK, 2000). No peciolo encontram-se glandulas
extra-florais (nectariferas) com diversas formas: sésseis, sub-sésseis, orbiculares e estipitadas.
A presenca ou auséncia destas glandulas, bem como sua forma e posicdo sdo importantes
caracteres utilizados para diferenciar as espécies. O peddnculo, na maioria das espécies, é
Unico, nasce nas axilas das folhas e termina em uma flor. A espécie P. multiflora é uma
excec¢do, produzindo de duas seis flores em um mesmo peddnculo (ULMER; MCDOUGAL,
2004). As bracteas normalmente estdo presentes em numero de trés, podem ser lineares ou
sétaceas e sua forma, tamanho e posicdo sdo caracteres importantes taxonomicamente para
separar subgénero, seccoes e espécies (CERVI, 1997; ULMER; MACDOUGAL, 2004).

O género Passiflora apresenta flores de coloragéo variavel, com cores que variam do
vermelho intenso até o rosa palido, as sépalas sdo em nimero de cinco, de lineares a oblongas,
possuem coloracdo semelhante ao tubo do célice, freqliientemente verde nas bordas, de
coloracgdo intensa no centro da sepala. As pétalas geralmente sdo membranaceas e nascem
sobre a margem do tubo do calice (VANDERPLANK, 2000; ULMER; MACDOUGAL,
2004). Na maioria das espécies, as pétalas sdo menores e mais finas do que as sepalas,
alternando-se com as mesmas. P. pectinata e P. guatemalensis sdo uma excecdo, onde as
pétalas sdo ligeiramente maiores e mais largas respectivamente do que as sépalas
(VANDERPLANK, 2000).

A corona de filamentos é uma caracteristica marcante das espécies do género
Passiflora, com forma e tamanho variaveis (ABREU, 2009). Geralmente os filamentos da
corona sdo bandeados horizontalmente com diversas cores, sendo composta de uma a varias
séries de filamentos filiformes, onde a segunda série, quando presente, geralmente apresenta-

se mais curta (VANDERPLANK, 2006). Acredita-se que devido a variacdo de formas e cores,



bem como seu aroma agradavel e adocicado, a corona de filamentos atraia insetos e passaros
que sdo responsaveis pela polinizacdo de suas flores (AIZZA; DORNELAS, 2009).

Os estames e os carpelos situam-se na parte superior do androginéforo, sempre em
namero de cinco e unidos por sua base. O ovério situa-se acima dos estames, € unilocular com
trés placentas parietais (CERVI, 1997; ULMER; MACDOUGAL, 2004). Os frutos s&o
uniloculados e apresentam uma grande variacdo na sua morfologia, como comprimento,
didmetro, peso da polpa e nimero de sementes. As sementes, na maioria das vezes, sdo

sempre numerosas e amplamente variaveis quanto ao tamanho (MELETTI et al., 2003).

2.3 Asespécies Passiflora gardneri Mast e Passiflora gibertii N.E. Brown

A espécie Passiflora gardneri Mast encontra-se distribuida geograficamente no estado
de Goias, mais precisamente na cidade de Almas (PEIXOTO, 2009). Trata-se de uma especie
endémica, visto que é encontrada apenas neste estado. E uma espécie heliéfita, ou seja, ndo
tolera sombreamento, necessitando de niveis de luz intensa para sobreviver. Desenvolve-se na
orla das florestas ciliares, capoeiras e capoeirfes. Suas Folhas sdo trilobadas com flores roxas,
floresce e frutifica de setembro a marco. Apresenta pétalas lanceoladas a oval-lanceoladas,
obtusas no apice e de coloracdo roxa. As sépalas sdo oblongo-lanceoladas, esverdeadas na
face abaxial e roxas na face adaxial. A corona desta espécie encontra-se dividida em cinco
séries de filamentos (CERVI, 1997).

A espécie Passiflora gibertii N.E Brown tem sido utilizada principalmente como
planta ornamental, na conservacdo de encostas, incluindo também as espécies P. caerulea, P.
amethystina, P. subpeltada, P. palens, P. garckei e P. cyanea. Uma planta em condicGes

normais produz de 10 a 30 flores por dia (VANDERPLANK, 2000). Esta espécie encontra-se



distribuida na Argentina e no Paraguai, e no Brasil esta distribuida geograficamente nos
estados do Mato Grosso e Mato Grosso do Sul (PEIXOTO, 2009). Assim como P. gardneri,
P. gibertii € uma espécie helidfita muito comum na regido de Paconé no Mato Grosso.
Desenvolve-se bem nas margens das estradas, arbustos e cercas. Apresenta-se como
trepadeira de grande porte, com folhas trilobadas e flores com pétalas e sépalas de coloracao
branca, de 7 a 8 cm de didmetro. Floresce e frutifica de dezembro a marco e seus frutos séo

bastante procurados pelos passaros (CERVI, 1997).

2.4  Potencial Utilizagdo das Passifloras como Planta Ornamental

Inicialmente, no século XVI conhecia-se 0 maracujazeiro pelo nome de granadilla,
pois seu fruto se parecia com Punica granatum (romanzeira), posteriormente recebendo a
denominacdo de Passiflora, passionaria ou flor da paixdo (FUMIS; SAMPAIO, 2007). O
nome flor da paixdo deve-se a primeira espécie descoberta (Passiflora incarnata L.), que
representava aos homens de fé, partes da flor e folhas em relacdo a alguns instrumentos da
Paixdo de Cristo (VANDERPLANK, 2000). Assim, as folhas representavam as lancas que
atingiram Jesus na cruz; as gavinhas representavam os agoites; a corona de filamentos, a coroa
de espinhos e as cinco anteras simulavam as chagas de Jesus na cruz (CERVI, 1997,
PEIXOTO, 2005).

O valor ornamental é conferido as passifloras por suas belas flores que a planta produz
e que exercem atracdo pelo seu tamanho, pela exuberancia de suas cores e pela originalidade
de suas formas. Suas flores sdo numerosas, muitas sdo de coloracdo intensa, principalmente
devido a presenca da corona de filamentos, caracteristica marcante da familia Passifloraceae

(ABREU et al., 2009).



Segundo Peixoto (2005), o cultivo do maracuja como planta ornamental teve inicio na
Europa, por volta do ano de 1625 com as espécies P. caerulea L e P. incarnata L. Durante
muitos anos, o cultivo ficou restrito a estas duas espécies, porém em 1819 surgiu o hibrido
artificial Passiflora “Violacea’, por meio do cruzamento de P. racemosa Brot x P. caerulea L.
Este hibrido de cores fortes e marcantes, permanece em cultivo até os dias de hoje.

Hibridos de Passiflora com grande potencial ornamental tém sido cultivados em
varios paises do hemisfério Norte, embora o clima destes paises seja bem menos favoravel ao
cultivo destas espécies de clima tropical. P. ‘Violacea foi o primeiro de muitos hibridos
artificiais de passiflora ja produzidos. Estima-se que mais de 550 hibridos (KING, 2009)
foram produzidos com a finalidade exclusivamente voltada para ornamentacao.

O Brasil apresenta uma grande variabilidade de especies silvestres de Passiflora, no
entanto ndo tem utilizado este potencial existente (SOUZA; PEREIRA, 2003). As condicbes
edafoclimaticas do pais e o grande numero de espécies potencializam a pratica deste mercado
de plantas ornamentais de passiflora, ainda pouco explorado (ABREU, et al., 2008).

Vérias sdo as formas de utilizacdo das passifloras como plantas ornamentais. Em
encostas e barrancos sem cobertura, pode-se utilizar P. malacophylla Mast, P. ‘Lady
Margareth’ ¢ ainda P. amethystina Mikan em encostas sombreadas. P. seemanni Griseb., P.
actinia Hook, P. sidaefolia M. Roem, P. triloba e P. serrato-digitada e P. alata, que tém
flores pendentes, grandes, de coloracdo marcante e muito perfumadas, sdo apropriadas para
utilizacdo em pérgulas ao sol (MELETTI et al., 2003). Para utilizacdo em cercas-vivas, P.
sanguinolenta Mast, P. tulae Urb e P. auriculata, com suas flores pequenas e numerosas, sdo
também recomendadas. Para ambientes tais como varandas e de meia-sombra, P. racemosa
Brot e P. kermesina Link sdo perfeitas pelas belas flores e pela folhagem avermelhada na face

abaxial que a torna atrativa mesmo sem suas flores (PEIXOTO, 2005).



10

No Brasil, foram langados alguns hibridos de Passiflora com finalidade
exclusivamente ornamental, como o hibrido interespecifico BRS Roseflora ([P. coccinea x P.
setacea] x P. setacea; JUNQUEIRA et al., 2007), que apresenta flores grandes de coloragéo
vermelho intenso, utilizada principalmente para o cultivo em vasos; BRS Rubiflora ([P.
coccinea x P. setacea] x P. coccinea; FALEIRO et al., 2007a), indicado para utilizagdo em
pérgulas e muros, e o hibrido BRS Estrela do Cerrado (P. coccinea x P. setacea; FALEIRO et

al., 2007b) recomendado também para ornamentagdo de parques.

2.5  Hibridacéo em Passiflora

Entende-se por hibrido a unido de quaisquer dois gametas, que diferem na constituicdo
alélica em um ou mais locos (DUVICK, 1967; BRUCKNER et al., 1995). Diversas sdo as
formas de hibridacdo, o tipo de hibridacdo mais comum é encontrado em individuos de
espécies que se reproduzem sexuadamente por polinizacdo cruzada e, em consequéncia do
cruzamento produzem uma descendéncia variavel resultante da segregacdo e recombinacédo
(ALLARD, 1971).

Técnicas de hibridacdo em passifloras sdo relativamente simples, uma vez que o
florescimento de muitas espécies é abundante e ocorre durante varios meses do ano. Na
maioria das espécies, as flores sdo grandes, assim como as anteras e 0S estigmas, e a
viabilidade do polen e receptividade do estigma ocorrem no mesmo dia (BRUCKNER,;
OTONI, 1999).

A auto-incompatibilidade é a incapacidade de uma planta hermafrodita fértil produzir
zigotos, quando fertilizada por seu proprio polen, e é resultante do fracasso do grdo de pdlen

de aderir ou germinar no estigma ou, ainda, pela inibicdo do crescimento do tubo polinico
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pelo estigma (RICHARDS, 1997; SCHIFINO-WITTMANN; DALL’AGNOL, 2002). O
processo de incompatibilidade pode ocorrer em qualquer estagio, desde a polinizacdo até a
fertilizacdo (BRUCKNER et al., 1995). A auto-incompatibilidade ocorre em uma ampla
variacdo de familias e géneros, incluindo plantas de interesse econémico como Nicotiana,
Brassica, Medicago, Trifolium, Secale, Lotus, Helianthus e Theobroma (BREWBAKER,
1957). A auto-incompatibilidade no maracujazeiro foi relatada (DUVICK, 1967,
BRUCKNER et al., 1995) e descrita por Rego et al. (2003) como do tipo gametofitica-
esporofitica em P. edulis. Na auto-incompatibilidade do tipo gametofitica, o tubo polinico s6
ird crescer e fecundar se o alelo presente no grdo de pdlen ndo estiver presente no tecido
hapldide do estilete (SCHIFINO-WITTMANN; DALL’AGNOL, 2002). Ja no sistema do tipo
esporofitica, a auto-incompatibilidade se manifesta na inibicdo da germinacdo do grdo de
polen na superficie do estigma pelo genotipo dipldide do espordfito, ou seja, da planta mée
(BRUCKNER et al.,, 1995). Na verdade, considera-se que a auto-incompatibilidade em
passifloras deve-se a atuacdo de um complexo génico, ao invés da atuacdo apenas dos alelos S
(FALLEIRO et al., 2000).

Em relacdo a aplicacdo de métodos biotecnoldgicos, a hibridacdo somatica por meio
da fusdo de protoplastos, é uma alternativa para superar barreiras de incompatibilidade, com a
finalidade de combinar dois genomas incluindo a organela citoplasmatica (BAJAJ, 1994).
Trabalhos envolvendo a regeneracdo de P. edulis e P. cincinnata, foram realizados por
Conceicdo (2005), obtendo resultados bastante satisfatorios. Considerando a elevada
variabilidade genética encontrada no género Passiflora, a regeneracdo de plantas a partir da
fusdo de protoplastos abre perspectivas para a obtencdo de diferentes combinagbes hibridas
(BRUCKNER; OTONI, 1999). As técnicas de biotecnologia tém possibilitado a transferéncia

de genes entre espécies em que o cruzamento convencional ndo é possivel ou é inviavel.
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Assim, numerosas combinagfes hibridas de passiflora tém sido produzidas na Alemanha,

todos com a finalidade exclusivamente ornamental (VANDERPLANK, 2000).
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26 MARCADORES MOLECULARES

2.6.1 Marcadores moleculares RAPD

A técnica de RAPD (Randon Amplified Polymorfic) consiste na extracdo de DNA dos
individuos a serem analisados e submeté-los a reacdo de amplificacdo, utilizando um iniciador
de polimerizagdo (primer) do DNA diferente de cada vez (ARAUJO et al., 2003; BOREM;
CAIXETA, 2006). Os marcadores RAPD podem ser rapidamente obtidos, e explicitar uma
grande quantidade de polimorfismo. E uma técnica relativamente simples e barata se
comparada a outros tipos de marcadores moleculares como SSR (REITER et al., 1992).
Porém, 0s gendtipos podem apenas ser avaliados quanto a presenca ou auséncia de bandas
informativas de um dado marcador RAPD, uma vez que sdao marcadores de heranca
dominante, ndo sendo possivel a distincdo dos individuos heterozigotos dos homozigotos
(BOREM; MIRANDA, 2009).

A utilizacdo de marcadores RAPD na caracterizacdo da diversidade genética de
espécies do género Passiflora, permite a discriminacdo entre acessos, analise da variabilidade
inter e intraespecifica e deteccdo de acessos duplicados tornando-se assim uma ferramenta
eficaz nos programas de melhoramento de plantas (CROCHEMORE et al., 2003). Trabalhos
realizados por Bellon et al. (2009), para avaliar a variabilidade genética em acessos de P.
alata e P. edulis, utilizando 11 primers decameros de RAPD, demonstraram alta média de
marcadores por iniciador e alta porcentagem de marcadores polimérficos dentro destas
espécies, 0 que evidencia a presenca de alta variabilidade genética intraespecifica. Assim, a
analise das distancias genéticas subdividiu os 19 acessos estudados em sete grupos de

similaridade genética, evidenciando que esses acessos silvestres tem maior potencial para
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contribuir na ampliagdo da base genética desses materiais em futuros programas de
melhoramento.

Belo et al. (2008) estudando hibridos interespecificos de Passiflora mantidos em
Banco de Germoplasma de Passifloras da UESC para ornamentagéo de interiores, verificaram
a ocorréncia da fecundacdo cruzada entre as espécies P. gardneri e P. alata por meio do uso
de marcadores moleculares RAPD. Apenas quatro primers foram suficientes para confirmar a
ocorréncia da hibridacdo interespecifica, uma vez que um ou dois primers ou combinac6es de
primers com pelo menos uma banda informativa sdo capazes de confirmar ou ndo a
fecundacédo cruzada. Trabalhos para a confirmacgéo de hibridos interespecificos de Passiflora
foram também realizados por Junqueira et al. (2008). Quinze dos 17 supostos hibridos e seus
genitores foram confirmados quanto a hibridacéo interespecifica via marcadores RAPD,
mostrando, mais uma vez, a eficacia deste tipo de marcador.

Weiler et al. (2009) utilizaram 9 pares primers microssatélites para confirmar a
paternidade de plantas hibridas de tangerina, tendo como genitor feminino o tangeleiro
‘Lee’[Citrus clementina Hort. ex Tan. X (C. tangerina Hort. Ex Tan x C. paradisi Macf.). Os
dados obtidos permitiram inferir que onze dos quatorze hibridos pré-selecionados nao tiveram
a variedade ‘Sunki’ como parental masculino, mostrando-se assim como ferramenta eficaz.

Faleiro et al. (2003), utilizando marcadores RAPD e microssatélites, confirmaram a
fecundacédo cruzada entre Theobroma cacau e Theobroma grandiflorum. Ambos marcadores
mostraram-se eficientes para confirmar a ocorréncia ou ndo da fecundacao cruzada entre essas
espécies, onde 75% dos primers RAPD testados geraram pelo menos uma banda informativa
e os marcadores microssatélites, por meio da combinacdo de primers, 40% de bandas

informativas.
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2.6.2 Marcadores moleculares microssatélites

Marcadores microssatélites sdo sequéncias simples repetidas em tandem, com um a
seis nucleotideos. Estas regides sdo conhecidas como SSRs (Simple Sequence Repeats) ou
STRs (Short Tandem Repeats), estdo presentes no genoma de eucariotos e procariotos
(FIELD; WILLS, 1996) e por isto representam a classe de marcadores moleculares mais
polimoérficos disponiveis até hoje. O alto nivel de diversidade alélica presente nestes
marcadores permite a identificacdo de polimorfismos em populacbes multiparentais e
populacdes derivadas de hibridos de gendtipos relacionados, aléem de distinguir acessos de
bancos de germoplasma diretamente relacionados (FERREIRA; GRATAPAGLIA, 1998).

Os microssateélites apresentam indmeras vantagens em relagdo aos outros marcadores
baseados em PCR, principalmente por serem codominantes, caracteristica esta que permite a
distincdo entre homozigotos e heterozigotos além de se mostrarem altamente reproduziveis e
usualmente multialélicos (PEREIRA, 2005). Neste sentido, muitos alelos podem ser
detectados para uma determinada populagéo, onde individuos homozigotos possuem 0 mesmo
namero de repeticBes nos dois cromossomos homologos, enquanto individuos heterozigotos
possuem numero de repeticdes diferentes nos homdlogos (ZANE et al., 2002).

Os SSR sédo marcadores que apresentam distribuicdo freqliente e aleatoria, 0 que
permite uma maior cobertura do genoma, além do elevado nivel de variacdo detectado
(PONCET et al., 2004). Isto aumenta a resolucdo do estudo da genealogia e a diversidade
genética do germoplasma, reduzindo significativamente o nimero de marcadores requeridos
para distinguir gendtipos (BOREM; CAIXETA, 2006).

Os marcadores moleculares, em geral, podem ser utilizados em etapas de pré e pos-
melhoramento. Assim, a confirmacéo da paternidade é de grande importancia no processo de

hibridacdo de determinada cultivar, e pode ser feita por meio de caracteristicas de natureza
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dominante, que sejam de facil visualizacdo e contrastantes entre as espécies envolvidas
(FALEIRO et al., 2008; ASIF et al., 2009). Em contraposi¢do, quando ha auséncia destas
caracteristicas ou quando ha impossibilidade de avaliagdo rapida ou ainda em plantas em
estagio inicial de desenvolvimento, os marcadores moleculares de DNA tém sido utilizados na
confirmagdo da paternidade de hibridos (BOREM; CAIXETA, 2006).

Com o surgimento da lei de protecdo de cultivares em abril de 1997 (BRASIL, 1997),
a paternidade de uma determinada cultivar torna-se ainda mais importante. Por este motivo, a
importancia da confirmacdo da paternidade de uma cultivar ou hibrido refere-se ndo somente
ao aspecto da protecdo, mas também para sua utilizacdo em futuras etapas de programas de
melhoramento, assim como a correta multiplicacdo de sementes e 0 repasse destas aos
produtores (PEREIRA, 2005).

As sequéncias de microssatélites variam de uma espécie para outra, porém as regides
flanqueadoras sdo bastante conservadoras, o que permite desenhar primers para amplificar os
alelos dos locos microssatélites (PADUA, 2004). Oliveira et al. (2005) desenvolveram e
caracterizaram marcadores microssatélites para a espécie Passiflora edulis f. flavicarpa por
meio de uma biblioteca gendmica enriquecida. O desenvolvimento destes marcadores
permitiu, portanto, a analise de estruturas genéticas em cultivo, bem como de espécies
silvestres do género Passiflora. Contudo, estes autores observaram que o desenvolvimento e a
otimizacdo de locos microssatélites, a partir de bibliotecas genémicas enriquecidas, ndo sdo
atividades simples, uma vez que problemas de amplificacdo destes locos podem diminuir a

eficiéncia e rapidez desta técnica.
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2.7. Parametros Genéticos no Melhoramento de Plantas

A estimacdo de parametros genéticos no melhoramento de plantas é de grande
importéancia, pois permite identificar a natureza da acdo dos genes envolvidos no controle de
caracteres quantitativos e com isso avaliar as diferentes estratégias de melhoramento (CRUZ;
CARNEIRO, 2003). O sucesso do melhoramento genético de qualquer carater requer que ele
seja herdavel e que haja variacdo na populacdo em que se pratica a selecio (BOREM;
MIRANDA, 2009). Caracteres qualitativos apresentam padrdo simples de heranca que se
baseia nas proporcdes das classes fenotipicas, avaliadas nas descendéncias de cruzamentos.
No entanto os caracteres quantitativos apresentam heranga complexa, uma vez que eles,
diferentemente dos caracteres qualitativos sdo, em sua maioria, condicionados por muitos
genes com efeitos individuais pequenos e muito influenciados pelo ambiente (ARAGAO et
al., 2002; CRUZ; REGAZZI, 2004 ).

Por meio da analise de variancia dos dados, os parametros geneticos podem ser
obtidos conforme delineamentos genéticos pelos quais se estimam 0s componentes de
variancia genética de uma populacdo. Sdo exemplos de delineamento genético os
delineamentos | e 11 de Comstock e Robinson, os dialelos e os ensaios de familia (CRUZ;
REGAZZI, 2004), onde os parametros genéticos mais importantes sdo as variancias genéticas
aditivas e ndo aditivas, as herdabilidades e as correlagdes.

A variacdo genotipica é divida em variancia genética aditiva — atribuida aos efeitos
médios dos genes; variancia devida aos desvios de dominancia — resultante de interacdes entre
alelos de um mesmo loco; e variancia epistatica — que é atribuida a interacGes alélicas entre
diferentes locos. Tais variancias possibilitam a avaliacdo do potencial de determinada
populacdo para o melhoramento e facilitam a tomada de decisdo na escolha do método de

selecdo mais eficiente a ser adotado (FALCONER, 1996).
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A variancia aditiva tem sido definida como a relagcdo linear entre os valores
genotipicos dos individuos de uma populacdo em equilibrio e 0 nimero de alelos favoréaveis
que eles possuem, portanto, a existéncia desta variancia constitui um indicativo para facilitar a
identificacdo de gendtipos geneticamente superiores, que proporcionardo ganhos superiores
em razdo da sua selecdo (ALLARD, 1971). J& a varidncia atribuida aos desvios de
dominéncia, quando constitui uma fracdo consideravel da varidncia genotipica, € um
indicador das dificuldades no processo seletivo tanto, em termos de identificacdo de genotipos
com maior concentracdo de alelos, quanto na quantidade do ganho seletivo obtido pela
selecdo (CRUZ; REGAZZI, 2004). A variancia atribuida a dominancia € desejavel em
programas que objetivam a exploracdo do vigor manifestado em combinacdes hibridas
(FALCONER; MACKAY, 1996).

Outro parametro de grande importancia para o melhoramento citado por Allard (1971)
é a herdabilidade, que corresponde a proporcdo da variabilidade total, que é de natureza
genética, ou ao quociente entre a variancia genética e a variancia total. A estimativa da
herdabilidade permite antever a possibilidade de sucesso com a selecdo, uma vez que reflete a
proporcao da variagdo fenotipica que pode ser herdada (RAMALHO, 2000).

A herdabilidade é dividida em herdabilidade no sentido amplo e herdabilidade no
sentido restrito. Quando se dispde apenas dos dados das geracdes P1, P2, F1 e F,, é possivel
estimar a herdabilidade no sentido amplo, pois considera-se a variabilidade genética total em
relacdo a fenotipica (SEARLE et al., 1992). Todavia, a herdabilidade no sentido restrito
considera apenas a porcao aditiva da variacdo genética em relacdo a fenotipica, ou seja, a
fracdo das diferencas fenotipicas entre 0s pais que Se espera recuperar entre 0S Seus
descendentes (ALLARD, 1971; FALCONER; MACKAY, 1996). A herdabilidade no sentido
restrito € mais Gtil que a herdabilidade no sentido amplo, pois quantifica a proporcdo aditiva

da variancia genética que pode ser transmitida para a proxima geracdo (BOREM, 2009). A
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herdabilidade no sentido amplo é importante na propagacdo vegetativa de plantas, onde o
genotipo é herdado integralmente aos seus descendentes (CARVALHO et al., 2001).

Estimativas de parametros genéticos tém sido realizadas visando principalmente as
caracteristicas agrondmicas, e raramente ornamentais. Gongalves et al. (2008), avaliando o
grau de associacdo entre as caracteristicas de uma populacdo de maracuja-amarelo (Passiflora
edulis Sims f. flavicarpa Deg.) por meio da estimacdo dos coeficientes de correlagéo
fenotipica e genético-aditivas, observaram que a caracteristica niamero de frutos por planta
associa-se negativamente ao peso, comprimento e largura dos frutos e, positivamente, com
espessura da casca. Ja a caracteristica peso de frutos apresenta correlagdes fenotipicas e
genético-aditivaa positiva com as demais, excluindo-se nimero de frutos por planta. Portanto,
concluindo que métodos de selecdo mais apurados devem ser aplicados para a selecdo de
genotipos de maracuja-amarelo, como indice de selecdo.

Silva et al. (2009) estimaram parametros genéticos e correlagdes associadas a
caracteristica agronémicas em maracuja-amarelo (Passiflora edulis Sims) e obtiveram
estimativas de coeficiente de herdabilidade que apresentaram valores entre 36,9% a 83,5%, 0
que possibilitou a selecdo de genotipos superiores destas plantas. Observaram ainda, com base
nos resultados obtidos, que a selecdo baseada em uma Unica caracteristica é inadequada, pois
conduz a um produto final superior com relagéo a essa caracteristica, mas leva a desempenhos

ndo tao favoraveis para as demais ndo consideradas.

2.8 Influéncia da Luz no Crescimento e Florescimento de Plantas

Os efeitos do sombreamento nos processos fisioldgicos de diversas culturas sdo muito

complexos e envolvem, dentre outros fatores, a diminuicdo da radiagcdo luminosa, da
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temperatura e do movimento do ar, aléem de afetar a umidade relativa do ar e a umidade do
solo (DAMATTA, 2004). A morfologia e a fisiologia das plantas se modificam frente as
condi¢des de luz, fator que pode explicar a ocorréncia de tais plantas sob padrées especificos
de condic¢des ambientais (DIAS-FILHO, 1997).

Dentre os fatores climaticos, o fotoperiodo desempenha funcdo importante no
florescimento do maracujazeiro-amarelo, ja que esta espécie necessita de um periodo de 12 ou
mais horas de luz para florescer (WATSON; BOWERS, 1965). Na regido Sudeste, as baixas
temperaturas e o comprimento do dia inferior a 11 h, no outono e inverno, tém limitado a
producdo na entressafra (RUGGIERO et al., 1996). A influéncia do fotoperiodo é mais
acentuada na regido Sul, enquanto que no Nordeste, mais precisamente na Bahia, onde ndo ha
limitagdo por agua, o florescimento é continuo durante o ano (ATAIDE et al., 2003). Para
Silva e Rua (2007), ao contrério da espécie P. edulis, a espécie P. alata tem uma exigéncia de
fotoperiodo menor, pois plantas desta espécie, mesmo no periodo de inverno no estado de S&o
Paulo e Parana apresentam maior quantidade de flores. No entanto, ainda sdo escassos
trabalhos relacionados ao fotoperiodo e florescimento de espécies silvestres de Passiflora.

Cavichioli et al. (2006), estudando a influéncia da radiacdo artificial associada ou ndo
com irrigacdo, no florescimento e na frutificacdo de maracuja amarelo, observaram que tanto
a iluminacdo artificial com e sem irrigacdo, aumentou o numero de flores, bem como de frutos
e producdo de frutos por area. No entanto, verificaram que houve reducdo no nimero de flores
no ambiente sombreado.

Pires (2008) avaliou a germinacdo e o crescimento de espécies de Passifloras
ornamentais. Foi observado que P. morifolia apresentou a maior altura média (8,48 cm) e
maior quantidade de folhas por planta (8,29) em relacdo a P. suberosa e P. palmeri.

Considerando que P. morifolia apresentou os melhores indices de velocidade de emergéncia e
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germinagédo, suas mudas se tornam mais aptas para serem transplantadas para a composicéo
de vasos para ornamentagéo e paisagismo.

Trabalhos realizados por Santos (2008a) evidenciaram que mudas de P. edulis
mantidas sob maior restricdo de luz (70%), apresentaram maior velocidade de crescimento,
provocado pelo maior alongamento do caule e um maior intervalo internodal, e menores
valores obtidos a pleno sol. Quando se avaliou o nimero de folhas, mudas mantidas sob maior
disponibilidade de luz apresentaram um menor nimero de folhas (10,07). Em relacéo a area
foliar, verificou-se que aos 85 dias ap6s a semeadura a maior 4rea foliar (1046,1 cm?) foi
observada para mudas mantidas sob 70% de sombreamento e menor valor (214,8 cm?®) para
mudas mantidas a pleno sol.

Santos (2008b) ao avaliar os hibridos ornamentais de Passiflora HD13-133, verificou
gue o crescimento maior ocorreu com 25% de sombreamento, quando cultivados em vasos de
ceramica. Em contrapartida, o hibrido ornamental HD13-141 apresentou um maior
crescimento sob condicdes de 50% de sombreamento, quando cultivados em vasos de
ceramica. Quanto as variaveis de florescimento, verificou-se efeito decrescente do nimero de
flores com o aumento dos niveis de sombreamento, onde os maiores valores médios foram
observados para o hibrido ornamental HD13-133, cultivados em vasos de concreto sob 25%

de sombreamento.
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3 CAPITULO 1
3.1 CONFIRMACAO DE PATERNIDADE VIA MARCADORES MOLECULARES
E CARACTERIZACAO DE HIBRIDOS F; INTERESPECIFICOS DE PASSIFLORA

PARA ORNAMENTAGCAO: Passiflora ‘Gabriela’ E Passiflora “Bella’

3.2 RESUMO

O cruzamento entre espécies de Passiflora vem sendo utilizado em outros paises para a
criagdo de numerosos hibridos de valor comercial, como P. ‘Sunburst’, ja amplamente
comercializada. O Brasil ja vem desenvolvendo hibridos interespecificos para fins
ornamentais. Este trabalho objetivou obter hibridos interespecificos F; de P. gardneri x P.
gibertii, confirmar a hibridacdo por meio de teste de paternidade com marcadores RAPD e
SSR, e descrever as caracteristicas morfologicas desses hibridos. Dos cruzamentos realizados,
doze plantas hibridas foram obtidas. Amostras de DNA genémico dos supostos hibridos e
seus provaveis genitores foram extraidas. Dez primers RAPD e cinco primers SSR foram
testados. Os marcadores foram avaliados quanto a presenca ou auséncia de banda informativa.
Oito primers RAPD (UBCO03, UBC04, UBC06, UB11, UBC17, UBC23, UBC25, OPD11)
testados geraram bandas informativas, enquanto apenas um primer SSR (Pe75) gerou bandas
informativas que confirmaram a ocorréncia da fecundacdo cruzada. Com base na
caracterizacdo morfologica dos hibridos, duas cultivares foram diferenciadas, P. “Gabriela” e
P. "Bella’, que apresentaram variacdo de formas e tamanhos, principalmente das

caracteristicas florais.

PALAVRAS-CHAVE: Passifloras ornamentais, cruzamento interespecifico, RAPD, SSR,

caracteristicas morfoldgicas.
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CONFIRMATION OF PATERNITY VIA MOLECULAR MARKERS AND
CHARACTERIZATION OF INTERSPECIFIC F; HYBRIDS OF PASSIFLORA FOR

ORNAMENTAL: Passiflora 'Gabriela’ AND Passiflora 'Bella’

3.21 ABSTRACT

The crossing between species of Passiflora has been used in other countries for creating
numerous hybrids of commercial value, as P. 'Sunburst’, which are widely marketed. Brazil
has already been developing interspecific hybrids for ornamental purposes. This study aimed
to obtain interspecific F; hybrid of P. gardneri x P. gibertii, confirm the hybridization
between a paternity test with RAPD and SSR, and describe the morphological characteristics
of these hybrids. Ten hybrid plants were obtained from the crosses performed. DNA samples
of the supposed hybrids and their parents were extracted. Ten RAPD primers and five SSR
primers were tested. The markers were evaluated for the presence or absence of band
information. Eight RAPD tested primers (UBC03, UBC04, UBCO06, UB11, UBC17, UBC23,
UBC25, OPD11) generated informative bands while only one SSR primer (Pe75) generated
informative bands that confirmed the occurrence of cross-fertilization. Two cultivars, P.
'Gabriela’ and P. 'Bella’, were differentiated, based on morphological characterization of

hybrid. They presented a variation of shapes and sizes, especially in floral characteristics.

KEY WORDS: Ornamental passifloras, interspecific breeding, RAPD, SSR, morphological

characteristics.



24

3.3 INTRODUCAO

O género Passiflora é representado, em sua maioria, por plantas trepadeiras, com
flores exoticas e folhagens variadas. As espécies sdo predominantemente tropicais e
subtropicais (ULMER; MACDOUGAL, 1997), com distribuicdo pantropical, a maioria nas
Américas, principalmente no Brasil e Coldmbia, que apresentam o maior nUmero de espécies
(CERVI, 1997).

O uso das passifloras como plantas ornamentais é citado desde o século XIX e hoje
tem se destacado em muitos paises no mercado de mudas hibridas (VANDERPLANK, 2000;
ULMER; MACDOUGAL, 2004), as quais sdo divulgadas mundialmente pela revista
Passiflora (KING, 2000). Espécies de Passiflora sdo apreciadas no mundo inteiro por seu
valor ornamental, sendo suas sementes amplamente comercializadas, principalmente na
América do Norte e no Continente Europeu (SOUZA; PEREIRA, 2003). As flores das
passifloras sdo consideradas exdticas e complexas, algumas de coloracdo forte e brilhante,
outras de coloracdo suave e marcante devido, principalmente, a presenca da corona, que
caracteriza a familia Passifloraceae (ABREU et al., 2009).

P. gardneri Mast é uma espécie de clima tropical que se encontra distribuida nos

estados de Mato Grosso e Goiés. Caracteriza-se como trepadeira do tipo ‘cipd’, de grande
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porte, alcancando varios metros de comprimento (PEIXOTO, 2009). Suas folhas sdo
trilobadas, apresenta flores de pequeno porte que variam de 6 a 7 cm, com pétalas em nlimero
de cinco, lanceoladas, obtusas no é&pice e de coloracdo roxa; as sépalas sdo oblongo-
lanceoladas, verdes na face abaxial e roxas na face adaxial. Esta espécie floresce e frutifica de
setembro a marco (CERVI, 1997), com abertura das flores ocorrendo por volta das 7h:30 h
(observagdo pessoal). Devido as suas caracteristicas, pode ser utilizada em programas de
hibridagdo artificial para obtencdo de hibridos ornamentais de Passiflora.

P. gibertii N.E Brown é também uma espécie de clima tropical, encontra-se distribuida
na Argentina e Paraguai e, no Brasil, esta distribuida principalmente nos estados do Mato
Grosso e Mato Grosso do Sul (PEIXOTO, 2009). Apresenta-se como trepadeira de grande
porte, com folhas trilobadas e flores com pétalas e sépalas de coloracdo branca, de 7 a 8 cm de
diametro. Floresce e frutifica de dezembro a marco (CERVI, 1997), com abertura das flores
por volta das 11 h da manhd, com a vantagem de apresentar florescimento precoce e
abundante, com producédo de até 30 flores por dia (SILVA et al., 2004). A utilizacdo dessa
espécie como genitora para a producdo de hibridos ornamentais (P. "Debby” (P. caerulea x
P.gibertii); P. ‘Doubravka’ (P. racemosa x P. gibertii)) é descrita por King (2000), o que
destaca a sua importancia.

Apo6s o surgimento do primeiro hibrido de Passiflora, P. ‘Violacea’, centenas de
hibridos ja foram registrados (KING, 2009) e tem sido utilizados de forma diversificada no
Hemisfério Norte na ornamentacdo de jardins, cercas-vivas e pérgulas ao sol, além de
permitirem o cultivo em vasos de grande e médio porte em varandas e ambiente de meia
sombra (PEIXOTO, 2005). Sdo exemplos de hibridos de Passiflora comercializados como P.
‘Albo-nigra’, P. ‘Allardii’, P. ‘Amethyst’, P. ‘Lady Margareth’, além de outros hibridos ja
comercializados e utilizados em estufas americanas e européias, como P. ‘Star of Bristol’, P.

‘Star of Kingston’ e P. ‘Sunburst’ (VANDERPLANK, 2000; ULMER; MACDOUGAL,
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2004). O Brasil, apesar de apresentar ampla variabilidade genética deste género e condigdes
edafoclimaticas favordveis, ndo tem explorado completamente esta variabilidade
(CONCEICAO et al., 2007). O que se observa esporadicamente é o uso de algumas espécies
como P. alata Dyrland, P. coccinea Aubl e P.cincinnata Mast (PEIXOTO, 2005). No género
Passiflora existe uma ampla variabilidade genética a ser conhecida, protegida e
convenientemente manuseada (SOUSA; MELETTI, 1997), também para fins ornamentais.

Diversas técnicas de marcadores moleculares estdo disponiveis atualmente para
deteccdo de polimorfismo genético. Dentre estas se destacam as técnicas que se utilizam da
analise do DNA. Técnicas moleculares como microssatélites (Simple Sequence Repeats) e
RAPD (Random Amplification of Polimorfhic DNA) tém sido muito utilizadas para estudos de
confirmacdo de fecundacdo cruzada em plantas (FALEIRO et al., 2003; JUNQUEIRA et al.,
2008), e se um dos genitores de um cruzamento sdo desconhecidos, marcadores moleculares
também possibilitam determinar a paternidade de plantas hibridas. A metodologia com
marcadores moleculares é rapida e confiavel por se tratar de analise de DNA, possibilitando a
confirmacdo da hibridacdo em estagios iniciais de desenvolvimento dos supostos hibridos
(FALEIRO et al., 2003), além de apresentar um numero ilimitado de polimorfismo genético
cobrindo praticamente todo o genoma da espécie em estudo (FALEIRO et al., 2007).

Este trabalho objetivou confirmar a fecundacdo cruzada de hibridos Fi, obtidos do
cruzamento entre Passiflora gardneri Mast e Passiflora gibertii N.E Brown, utilizando
marcadores moleculares RAPD e SSR, e descrever os hibridos com potencial ornamental com

base em caracteres morfoldgicos vegetativos e reprodutivos.
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34 MATERIAL E METODOS

341 GERMOPLASMA VEGETAL

As espécies Passiflora gardneri Mast (acesso 247) e Passiflora gibertii N.E Brown
(acesso 174), provenientes da Embrapa Cerrados (Brasilia), foram utilizadas como genitoras.
As espécies vém sendo mantidas no Banco Ativo de Germoplasma (BAG-Passifloras),
localizado no Campus da Universidade Estadual de Santa Cruz (UESC), no municipio de

IThéus, Bahia (long 39 10°W, lat 14 39’ — S, alt 78m).

3.4.2 HIBRIDACOES INTERESPECIFICAS

Foram realizados cruzamentos P. gardneri x P. gibertii. Botdes florais em fase de pré-
antese foram protegidos no dia anterior a realizacdo das polinizacdes artificiais. Devido a
ocorréncia de curvatura no estilete na primeira hora apds a abertura das flores em muitas
espécies de Passiflora (CORBET; WILLMER, 1980), anteras de P. gibertii foram coletadas
uma hora apés a antese e seus gréos de polen depositados cuidadosamente, com o auxilio de
uma pinca, sobre a superficie estigmatica de P. gardneri previamente emasculada. As flores
polinizadas foram identificadas com etiquetas e protegidas novamente com sacos de papel por
um periodo de 24 h. Cinco dias apds a polinizacdo, observou-se a permanéncia ou
abortamento do botdo floral. Os frutos resultantes das hibridacdes foram protegidos contra
queda até o seu completo amadurecimento (BRUCKNER; OTONI, 1999). Apds os frutos
estarem completamente amadurecidos, as sementes de cada fruto foram extraidas

manualmente, secas a temperatura ambiente, a sombra até que o excesso de agua fosse
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eliminado, sendo entdo acondicionadas em sacos de papel e conservadas a 10° C (+/-). Os
hibridos obtidos foram denominados progénie HD15, e cada hibrido recebeu numeragéo
especifica, sendo HD15-101, HD15-102, HD15-103, HD15-104, HD15-105, HD15-106,

HD15-107, HD15-108, HD15-109, HD15-110, HD15-111, HD15-119.

3.4.3 GERMINACAO DAS SEMENTES HIBRIDAS E CONDICOES DE CULTIVO

Para obtencdo das plantas hibridas, parte das sementes foi propagada em bandejas de
isopor de 128 celas contendo substrato organico e a outra parte foi armazenada sob
refrigeracdo (10°C +/-). Apds a germinacdo, 12 plantas hibridas foram transplantadas para
vasos com capacidade de 42 L preenchidos com solo areno-argiloso, horizonte A e mantidas
em casa de vegetacdo e a campo. A casa de vegetacao € do tipo ruastica (6,0 x 7,0 x 39,5 m),
em semi-arco, com cobertura plastica aditivada contra raios UV e revestida com sombrite
30%. Em casa de vegetacdo e no campo, as plantas foram cultivadas no sistema espaldeira,
com podas semanais; a irrigacdo ocorreu por gotejamento (gotejadores do tipo botdo), com
vazdo de 2 L por hora em sistema automatizado, com periodo de rega de 30 minutos, apenas
no turno da manha. As adubac6es foram realizadas a cada 15 dias com 23,3 g uréia/L, solucdo
de micronutrientes (1,01 g Bo/L; 2,5 g Cu/L; 0,16 g Mo/L; 8,43 g Zn/L; 5,58 g Mn/L) e,

34,29 g de fosfato monoamdnico (NH4H,PO,) a cada 90 dias.
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3.4.4 EXTRACAO DE DNA GENOMICO

Folhas em estagio intermedidrio de maturacdo de cada um dos supostos hibridos, do
genitor feminino (P. gardneri Mast) e do genitor masculino (P. gibertii N.E Brown) foram
coletadas, e 0 DNA gendmico extraido utilizando o método CTAB de Doyle e Doyle (1990).
A quantificacdo do DNA foi realizada por espectrofotometria e a qualidade do DNA foi
avaliada com base na auséncia/presenca e intensidade de rastro em gel de agarose a 1%
corado com brometo de etidio. Apds a quantificacdo, as amostras de DNA de boa qualidade

foram diluidas em TE para concentragdo de 5 ng/ uL.

3.45 AMPLIFICACAO DOS MARCADORES RAPD

As reacOes de amplificacbes para RAPD foram feitas em um volume final de 25 uL,
contendo Tris-HCI 10 mmol.L™ (pH 8,3), KCI 50 mmol.L™, MgCl, 2 mmol.L™?, 100 uM de
cada um dos desoxinucleotidios (dATP, dTTP, dGTP e dCTP), 0,5 mmol.L™ de cada primer
decadmero, uma unidade da enzima Tag polimerase e, aproximadamente, 30 ng de DNA. As
amplificaces foram realizadas em termociclador (Gene AMP PCR System 9700 — PERKIN
ELMER), programado para 35 ciclos, de acordo com o seguinte programa: 94 °C por 5 min;
35 ciclos de 94 °C a1 min; 32 °C a 1 min, 72 °C por 2 min; 72 °C por 7 min e reducdo a 4 °C.
Foram testados dez primers decameros RAPD, dos quais oito forneceram produtos de
amplificacdo desejavel (Tabela 1). Os produtos de PCR foram aplicados em cuba horizontal
em gel de agarose 1,5%, corado com brometo de etidio. A separacdo eletroforética foi por
aproximadamente 3 h, a 100 volts. Ao término da corrida, os géis foram fotografados sob luz

ultravioleta.
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Tabela 1 Sequéncias de primers decameros RAPD utilizados para confirmacdo da

fecundacdo cruzada em hibridos F; de Passiflora

Primer  Sequéncias de oligonucleotideos
UBC03 (5°CCTGGGTCCAS3)

UBC04 (5CCTGGGTGGAS)

UBC06 (5’GCCCGGTTTAS)

UBC11 (5CCGGCCTTACS)

UBC17 (5°CTACCCGTGC'3)

UBC23 (5’GTCCACACGG'3)

UBC25 (5’ACCCCCGCCG3)

OPD01 (5’ACCGCGAAGG3’)

Os marcadores RAPD gerados foram analisados quanto a presenca ou ndo de bandas
informativas para confirmacdo da fecundacdo cruzada. Bandas informativas sdo alelos
presentes no genitor masculino e ausentes no genitor feminino, cuja presenca se confirma nas
plantas supostamente hibridas. Somente foram consideradas as bandas monomorficas e

polimdrficas que apresentaram forma consistente e reproduzivel nos géis de agarose.

3.46 AMPLIFICACAO DOS MARCADORES MICROSSATELITES

Para as amplificacdes dos microssatélites, as reacdes foram feitas em um volume final
de 25 uL, contendo Tris-HCI 10 mmol.L™ (pH 8,3), KCI 50 mmol.L™, MgCl, 2,4 mmol.L™
100 mmol.L™ de cada um dos desoxinucleotidios (dATP, dTTP, dGTP e dCTP), 0,5 pM de
cada um dos dois primers (forward e reverse), uma unidade da enzima Taqg polimerase e,
aproximadamente, 30 ng de DNA. A visualizacdo da condicdo de amplificacdo dos

fragmentos via PCR foi realizada em gel de agarose a 3% (p/v). Os produtos de amplificacéo
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foram separados em gel desnaturante de poliacrilamida (6% poliacrilamida; 7 M uréia), em

tampdo TBE 1X a 30W, 30mA, 1000V por 2,5 h, usando uma cuba de sequenciamento SQ3

vertical (Amersham Pharmacia Biotech). As amplifica¢cbes dos fragmentos de DNA foram

realizadas em termociclador (GeneAmp PCR System 9700 - Apllied Biosystems). O

protocolo para reacbes de PCR (polymerase chain reaction) foi utilizado de acordo com

PADUA et al. (2005) e OLIVEIRA (2006), seguindo a programacio para amplificacdo dos

fragmentos de DNA especifica para cada par de primer (Tabela 2). A coloracdo com nitrato

de prata foi realizada segundo Creste et al. (2001).

Tabela 2 CondicGes de amplificagdo para otimizacdo das reacfes de PCR de acordo com 0s
primers de microssatélites (PADUA et al., 2005; OLIVEIRA, 2006).

Programa TD56 Programa TD54 Programa TD50
N° de N° de N° de
Ciclos Ciclos Ciclos
Temperatura  Tempo Temperatura  Tempo Temperatura Tempo
1 94°C 5 min 1 94°C 5 min 1 94°C 5 min
8 94°C 40s 12 94°C 40s 12 94°C 40's
60°C - 0,5°C 60°C - 0,5°C 56°C - 0,5°C
por ciclo 40s por ciclo 40s por ciclo 40s
72°C 50s 72°C 50s 72°C 50s
24 94°C 40s 20 94°C 40s 20 94°C 40s
56°C 40s 54°C 40s 50°C 40s
72°C 50s 72°C 50s 72°C 50s
1 72°C 5 min 1 72°C 5 min 1 72°C 5 min
1 8°C a 1 8°C a 1 8°C a
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Foram testados cinco primers SSR, dos quais um forneceu produtos de amplificagao

desejaveis (Tabela 3).

Tabela 3 Sequéncias de primers SSR utilizados para confirmacéo da fecundacgdo cruzada em

hibridos F; de Passiflora

Loco Primer forward Primer reverse

PAO5 GGAAGTGAAGGAGAAGAAGA CCCTCTGGTTGTCTACCTAC
PAQ7 CACATTTGCCGTCACTGG CGGCATACGATAAATCTCCTG
PE27 TTGCTCATTGCACTCATCCT GCAGACATTTCCTGGAGCA
PES4 TGGTGTGTGTGGGTGATTAG CATTCTCCTGCCACCTGAGT
PE75 CACAATCGGTGGGAAAGATA GTAGTTTTGGGCAGTTTGC

3.4.7 OBTENCAO DOS DADOS MORFOLOGICOS

Devido ao interesse voltado para producdo de plantas ornamentais, foram avaliadas
caracteristicas vegetativas e reprodutivas de acordo com SANTOS (2008): numero de flores
(NFI) por planta; diametro da flor (DF), a partir dos pontos extremos da flor; diametro da
corona (DCO), a partir dos pontos extremos dos filamentos da corona; nimero de filamentos
da corona (NFC); comprimento da primeira (TF1) e segunda (TF2) séries externas de
filamentos da corona, a partir da insercdo no receptaculo da flor até o apice; comprimento da
pétala (CP), desde a insercdo na flor até o apice; largura da pétala (LP), na maior dimens&o;
comprimento da sépala (CS), desde a insercdo na flor até o apice; largura da sépala (LS), na
maior dimensao; comprimento do pedunculo floral (PD), a partir do receptaculo da flor até a
insercdo no caule; namero de entrends (NE), do mesmo ramo utilizado para medir altura da

planta; didmetro do caule (DC), na altura do segundo n6 do eixo principal; altura de planta
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(AP), a partir do comprimento do ramo principal; area foliar (AF), a partir de 10 folhas por
planta, obtidas do mesmo ramo medido para altura de planta, ap6s 150 dias de cultivo. As
medicGes foram realizadas com auxilio de paquimetro digital. A area foliar foi analisada no
medidor automético LI-3100 (Li-Cor, Nebraska, USA). Com base na analise qualitativa, a
coloracdo da pétala, sépala e folhas foi descrita utilizando os cddigos da Carta de Cores para
tecido Vegetal de Munsell. Os horarios da antese e da liberacdo do gréo de pdlen da flor dos

genitores e hibridos foram registrados.
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3.5 RESULTADOS

As hibridacGes interespecificas entre os genitores P. gardneri (Figura 1 A-B) e P.
gibertii (Figura 1 C-D) foram bem sucedidas, uma vez que resultaram em frutos com
sementes vidveis. Os hibridos analisados, com base na caracterizacdo morfoldgica floral e
vegetativa, apresentaram ampla segregacdo de cores, formas e tamanhos. A caracterizagao
morfolégica permitiu a diferenciacdo dos hibridos em dois grupos que deram origem as

cultivares P. ‘Bella’ e P. ‘Gabriela’, descritas a seguir.

P. ‘Gabriela’ (Figura 1 E-F). Apresenta caule cilindrico de 0,4 — 0,6 cm de diametro, entrends
de 5,4 — 9,5 cm de comprimento; peciolo de 2,1 — 4,9 cm de comprimento; folha completa,
alterna, trilobada, invaginante, membranacea, glabra em ambas as faces, 5,3 — 7,6 cm de
comprimento, 6,3 — 8,5 cm de largura, coloracdo verde-escuro (4/8 5GY — 4/6 7.5 GY);
pedunculo de 2,3 — 6,4 cm de comprimento; flores em tons azulados, 7,0 — 8,6 cm de
didmetro; pétalas azuladas nas faces adaxial e abaxial, apice pontiagudo-oval, 2,7 — 3,5 cm de
comprimento, 0,6 — 1,1 cm de largura; sépalas azul claro na face adaxial e verde-claro (6/6
5GY) na face abaxial, apice pontiagudo-oval, 3,3 — 4,4 cm de comprimento, 0,8 — 1,5 cm de
largura; corona com a base dos filamentos de cor lilas intenso e apice branco, 5,0 — 6,6 cm de
diametro, filamentos da corona de 3 a 4 séries, primeira série externa de 1,7 — 2,7 cm de
comprimento, segunda série de 1,5 — 2,6 cm de comprimento; estames verde-claro, anteras
verde-claro com bordas amarelas; pdlen amarelo-intenso; estilo verde-claro com pontuacdes
lilas escuro; estigma verde-claro e frutos verdes quando maduros. Apresenta floracGes

continuas com picos de florescimento no meses de agosto e setembro.
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Figura 1. Flores dos genitores e hibridos obtidos do cruzamento P. gardneri x P. gibertii. A-
B) P. gardneri; C-D) P. gibertii; E-F) P. ‘Gabriela’; G-H) P. ‘Bella’.
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P. ‘Bella’ (Figura 1 G-H). Apresenta caule cilindrico de 0,5 — 0,8 cm de didmetro, entrends de
5,6 — 7,4 cm de comprimento; peciolo de 3,5 — 5,4 mm de comprimento; folha completa,
alterna, trilobada, invaginante, membranacea, glabra em ambas as faces, 10,0 — 12,2 cm de
comprimento, 12,2 — 13,9 cm de largura, coloracdo verde-escuro (4/8 5GY — 4/6 7.5 GY);
pedinculo de 2,7 — 7,2 cm de comprimento; flores em tons de lilas, 5,2 — 8,5 cm de diametro;
pétalas lilas intenso nas faces adaxial e abaxial, &pice pontiagudo-oval, 2,6 — 3,8 cm de
comprimento, 0,7 — 1,1 cm de largura; sépalas lilas-escuro com bordas esbranquigadas na face
adaxial e verde-claro (6/6 5GY) na face abaxial, apice pontiagudo-oval, 3,1 — 4,5 cm de
comprimento, 1,0 — 1,6 cm de largura; corona com a base dos filamentos de cor lilas intenso e
apice branco, 4,0 — 7,7 cm de diametro, filamentos da corona de 3 a 4 séries, primeira série
externa de 1,6 — 3,5 cm de comprimento, segunda série de 1,2 — 2,7 cm de comprimento;
estames verde-claro, anteras verde-claro com bordas amarelas; pdlen amarelo-intenso; estilo
verde-claro com pontuacdes lilas escuro; estigma verde-claro e frutos verdes quando maduros.

Apresenta floragfes continuas com picos de florescimento no més de setembro.
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Os hibridos HD15-103, HD15-107, HD15-109 e HD15-119 apresentaram as
caracteristicas de Passiflora ‘Bella’, enquanto que apenas o hibrido HD15-106 apresentou as
caracteristicas descritas para Passiflora ‘Gabriela’. Os hibridos HD15-101, HD15-102,
HD15-104, HD15-105, HD15-108, HD15-110 e HD15-11 ndo apresentaram caracteristicas
para ornamentagao.

Mediante observacdes diarias em casa de vegetacdo e a campo, verificou-se que o
horério de antese e a liberacdo do polen da flor de P. gardneri ocorreram por volta das 8 h da
manhd, enquanto para P. gibertii, a antese e liberacdo do pdlen ocorreram por volta das 11 h
da manhd. Para os hibridos F;, também houve variacdo no horario de abertura da flor. A
cultivar P. ‘Gabriela’ teve o horario de abertura da flor registrado por volta das 11 h da
manhd, enquanto que para P. ‘Bella’, o horério de abertura da flor foi registrado as 9 h da
manha.

Os dados gerados por meio dos marcadores moleculares RAPD e SSR permitiram
identificar as doze plantas hibridas F;. Dentre os dez primers RAPD testados, oito geraram
bandas informativas (Fig. 3.2). Ja para os marcadores SSR, dos cinco primers testados, apenas

um resultou em bandas informativas (Fig. 3.3).

Figura 2 A - Produtos de amplificacdo de amostras de DNA gerado pelo primer decamero
RAPD (5’-CCGGCCTTAC-3") em genitores e hibridos F; de Passiflora. M =
marcador de peso molecular DNA Ladder (123 pb). P1 = P. gibertii; P2 = P.
gardneri; 1 a 10 = hibridos F; ornamentais. A seta indica a banda informativa para
a confirmacdo dos hibridos interespecificos.
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Figura 3 Produtos de amplificagdo de amostras de DNA gerado pelo primer SSR Pe75 em
genitores e hibridos F; de Passiflora. M = marcador de peso molecular DNA
Ladder (123 pb). @ - P. gibertii; & - P. gardneri; 1 a 12 - hibridos F; ornamentais;
LM — Lady Margareth; EC — Estrela do Cerrado.

3.6 DISCUSSAO

As espécies genitoras (P. gardneri e P. gibertii) foram selecionadas com base em
caracteristicas das folhas e flores. P. gardneri foi descrita inicialmente por Killip (1938) e
apresenta caracteristicas que despertam o interesse do mercado de plantas ornamentais dada a
sugestiva estrutura de suas flores bem como florescimento abundante que vai de setembro a
mar¢o (CERVI, 1997). P. gibertii também foi descrita por Killip (1938) e apresenta producéo
de até 30 flores por dias em condi¢Ges normais (VANDERPLANK, 2000). Adicionalmente,
P. gibertii apresenta crescimento e florescimento precoces (SILVA et al., 2004), que junto as
demais caracteristicas, as insere fortemente no grupo de plantas ornamentais.

Segundo dados da Sociedade Internacional de Passiflora (KING, 2000), ndao ha
registros ou relatos de hibridos interespecificos envolvendo o cruzamento P. gardneri x P.
gibertii. Existem diversos hibridos de Passiflora envolvendo apenas P. gibertii, 0os quais

foram denominados de P. "Debby” (P. caerulea x P.gibertii), P. ‘Doubravka’ (P. racemosa x
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P. gibertii), P. ‘Drahomira’ (P. cincinnata x P. gibertii) e P. 'Neptune' (P. gibertii x P,
subpeltata). No entanto, cruzamentos que envolvam P. gardneri ainda ndo foram registrados.

Muitos hibridos interespecificos de Passiflora ja foram obtidos porque as barreiras de
incompatibilidade interespecifica sdo frageis (MELETTI et al., 2005). Alguns hibridos F;
interespecificos ja foram langados no Brasil com fins ornamentais, como BRS Roseflora ([P.
coccinea x P. setacea] x P. setacea; JUNQUEIRA et al., 2007), BRS Rubiflora ([P. coccinea
x P. setacea] x P. coccinea; FALEIRO et al., 2007a) e BRS Estrela-do-Cerrado (P. coccinea
X P. setacea; FALEIRO et al., 2007b). Outras hibridacdes interespecificas tém sido bem
sucedidas no Brasil, como P. laurifolia x P. nitida, P. glandulosa x P. galbana, P. sidaefolia
x P. actinia e P. caerulea x P. amethystina devido a compatibilidade genética entre as
espécies, permitindo a sua utilizacdo em programas de melhoramento (JUNQUEIRA et al.,
2008).

Santos (2008) também obteve com éxito cultivares de hibridos ornamentais de
Passiflora a partir do cruzamento P. foetida var. foetida x P. palmeri var. sublanceolata,
denominadas de P. ‘Alva’, P. ‘Priscilla’ e P. ‘Aninha’, e tém sido caracterizados quanto a sua
morfologia, citogenética e fisiologia (ABREU, 2008; SANTOS, 2008). Estes hibridos
apresentaram grande variabilidade em cores, formatos e tamanhos de suas pecas florais, que
sdo de fundamental importancia para a manutencédo da variabilidade genética e exploracdo do
potencial ornamental, uma vez que plantas hibridas possuem maior valor comercial (ABREU
et al., 2008). Igualmente Conceicdo et al. (2008) e Cerqueira-Silva et al. (2008) obtiveram
hibridos de passiflora por meio do cruzamento dirigido de P. gibertii x P. gardneri e P.
wtasoniana x P. alata, respectivamente.

Marcadores RAPD e SSR mostraram-se excelentes para confirmar a ocorréncia de
hibridacdo e sdo utilizados como uma ferramenta auxiliar em programas de melhoramento

genético (FALEIRO et al.,, 2003). Os primers RAPD neste estudo foram os que mais
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forneceram bandas informativas com oito primers, confirmando a paternidade dos hibridos
em estudo. No entanto, somente o primer Pe75 de microssatélite forneceu bandas
informativas para confirmar a ocorréncia da paternidade dos dez hibridos analisados. Em
algoddo, marcadores moleculares RAPD e SSR foram bem sucedidos para confirmar a
paternidade de hibridos (ASIF et al., 2009). Junqueira et al. (2008) utilizaram marcadores
moleculares RAPD para confirmar a paternidade de onze hibridos interespecificos de
Passiflora, tornando possivel a sua utilizacdo em programas de melhoramento que visem a
obtencdo de resisténcia a doencas e de outras caracteristicas desejaveis. De acordo com
Faleiro et al. (2003), a utilizagdo de um ou dois primers ou combinacdo destes com pelo
menos uma banda informativa ja é suficiente para confirmar a ocorréncia ou ndo de
fecundacéo cruzada.

Assim, a utilizacdo de hibridos ornamentais de Passiflora apresenta indmeras
caracteristicas vantajosas que as inserem no mercado de plantas ornamentais
(VANDERPLANK, 2004). A presenca da corona com diferentes formas e cores, além da
grande variedade de formas das folhas, potencializa ainda mais o ramo das plantas
ornamentais (ULMER; MCDOUGAL, 2004). Tal fato se confirma pelas diferentes
combinacgdes de cruzamentos hibridos possiveis de serem realizadas (JUNQUEIRA et al.,

2008).

3.7 CONCLUSOES

A hibridacdo interespecifica entre P. gardneri e P. gibertii, resulta em hibridos com

ampla variabilidade de cores, formatos e tamanhos nas suas pecas florais. As duas variedades

obtidas neste trabalho, Passiflora ‘Gabriela’ e P. ‘Bella’, poderdo ser tuteis em futuros
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programas de melhoramento, visando a produgdo de hibridos de Passiflora para
ornamentacdo de interiores.

Os marcadores RAPD e SSR sdo ferramentas moleculares eficazes na confirmacéo da
paternidade dos hibridos F; interespecificos em Passiflora ainda nos estagios iniciais de

desenvolvimento das plantas.
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4 CAPITULO 2
41 ANALISE MULTIVARIADA E ESTIMATIVA DE PARAMETROS
GENETICOS EM PROGENIES F; OBTIDAS DE POPULACOES SEGREGANTES

DO CRUZAMENTO ENTRE Passiflora gardneri MAST E P. gibertii N.E BROWN.

4.2 RESUMO

Visando a implementacdo de programas de melhoramento com maracujazeiros silvestres para
producdo de hibridos ornamentais, o presente trabalho teve como objetivo, a caracterizacdo
morfologica, estimacdo de parametros geneticos utilizando descritores morfologicos, e
predicdo do grau de relagdo entre as variaveis por meio da analise multivariada em Passiflora
gardneri Mast, P. gibertii N.E Brow e doze genotipos resultantes desse cruzamento. O
delineamento estatistico foi em blocos ao acaso com trés repeticdes. Observou-se maior
variabilidade genética para os hibridos em relacdo aos genitores, 0 que demonstra que 0S
mesmos sdo mais indicados para serem utilizados em programas de melhoramento. A
estimacgé@o dos parametros genéticos permitiu identificar as caracteristicas morfologicas como
as mais indicadas para selecionar genétipos superiores, por apresentarem maior variabilidade
genética, indice de variacdo superior a unidade e herdabilidade superior a 73 %. A analise de
componentes principais demonstrou que as trés primeiras variaveis, diametro da flor, diametro
da corona e tamanho da primeira série de filamentos da corona explicam 72,2 % da variancia
total. O dendograma gerou coeficiente aglomerativo de 0,80 com a estruturacdo de dois
grandes grupos. Considerando a variabilidade genética detectada, a partir das estimativas dos
parametros genéticos e técnicas multivariadas, acredita-se que o0s gendtipos hibridos
apresentam maior potencial a ser explorado em termos de selecdo e continuidade de
melhoramento, mais acentuadamente para os caracteres florais.

PALAVRAS-CHAVE: Passifloras ornamentais, hibridos interespecificos, melhoramento de

plantas.
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MULTIVARIATE ANALYSIS AND ESTIMATION OF GENETIC PARAMETERS IN
F1 PROGENY OBTAINED FROM SEGREGATING POPULATIONS OF THE

CROSSES BETWEEN Passiflora gardneri MAST E P. gibertii N.E BROWN.

421 ABSTRACT

In order to implement a breeding program with wild passion fruits for producing ornamental
hybrids, the present study has as goal morphological characterization, estimation of genetic
parameters using morphological descriptors, and prediction of relationship degree between
variables by multivariate analysis in P. gardneri Mast, P. gibertii NE Brow and twelve
genotypes resulting from this cross. The experimental design was a randomized block design
with three repetitions. A higher genetic variability for the hybrids compared to their parents
shows that the hybrids are more suitable for use in breeding programs. The estimation of
genetic parameters allowed the identification of morfological characteristics as the most likely
to select superior genotypes, since they presented higher genetic variation, variation index
greater than unity and heritability above 73%. The principal component analysis showed that
the first three variables explain 72.2% of the total variance. The dendogram generated
agglomerative coefficient of 0.80 with the formation of two major groups. Whereas the
genetic variability detected based on estimates of genetic parameters, it is believed that the
hybrid genotypes have greater potential to be explored in terms of selection and continuous

improvement of these genotypes, more markedly for the floral characters.

KEY-WORDS: Ornamental passifloras, interspecific hybrids, plant breeding.
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43 INTRODUCAO

O género Passiflora é o maior da familia Passifloraceae, com mais de 500 espécies de
maracujazeiros (CERVI, 2005), grande parte nativa do Brasil (SOUZA; MELETTI, 1997).
Passiflora € uma espécie alogama, de cultivo recente, com ampla variabilidade genética a ser
explorada (BRUCKNER; OTONI, 1999). No entanto, pesquisas relacionadas com a
estimacgéo de parametros genéticos de Passiflora visando a ornamentacdo sdo escassas.

Programas de melhoramento surgem como ferramentas basicas para a busca de
genotipos mais produtivos, proporcionando maior competitividade ao mercado nacional
(GONCALVES et al., 2008). Em passifloras, eles sdo voltados principalmente para o
maracujazeiro azedo, visando a obtencdo de plantas mais produtivas e resistentes a doencas
(FONSECA et al., 2009; JUNQUEIRA et al., 2003). Para o estabelecimento de programas de
melhoramento, visando a obtencdo de gendtipos ornamentais, torna-se de fundamental
importancia identificar genitores promissores para geracdo de hibridos suficientemente
heterdticos, e consequente obtencdo de segregantes superiores e, com base em tal informacéo
(VIANA et al., 2007), estabelecer quais métodos de melhoramento genético sdo mais
adequados.

A caracterizacdo de germoplasma vegetal refere-se a observacdo, mensuracdo e

documentacdo de caracteristicas da planta que sdo herdaveis, consistentes e expressas
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homogeneamente em varios ambientes (FERREIRA et al., 2005a). A caracterizacdo permite
identificar e separar geneticamente 0s acessos que compdem a colecdo de germoplasma,
fomentar o catélogo de descritores dos acessos com informacdes bioldgicas essenciais para o
manejo e gestdo da colecdo e estimular a utilizacdo desses acessos no melhoramento genético
de plantas. A caracterizacdo de germoplasma vegetal, portanto, resulta na descricdo e, em
altima analise, compreensdo da diversidade genética dos organismos estudados (FERREIRA,;
RANGEL, 2005b).

Em passifloras, poucos estudos tém se voltado para a caracterizacdo do germoplasma.
Estudos de caracterizacdo morfoldgica e estimativa de parametros genéticos em hibridos
interespecificos sdo praticamente inexistentes. Meletti et al. (1992) avaliaram caracteristicas
morfologicas, citogenéticas, fisicas e quimicas em introdugdes de germoplasma da colecdo de
maracujazeiros do IAC-SP, totalizando sete espécies e um hibrido interespecifico (P. alata x
P. macrocarpa). Porém, as principais caracteristicas analisadas foram dos frutos. Crochemore
et al. (2003) descreveram a variagcdo genética de 55 acessos de Passiflora spp. e um hibrido
interespecifico (P. macrocarpa x P. alata), sendo demonstrada a variabilidade entre os
acessos.

Espécies mantidas em Banco Ativo de Germoplasma (BAG) precisam ser utilizadas de
forma direcionada para que pesquisas possam avancar. O BAG-Passifloras da UESC (l1héus,
BA) vem sendo utilizado para selecdo de genitores na producao de hibridos interespecificos
com potencial para ornamentacdo de interiores. Trés cultivares hibridas de Passiflora com
finalidade ornamental foram registradas pelo BAG-Passifloras da UESC, P. ‘Priscilla’, P.
‘Aninha’ e ‘P. Alva’, com ampla variagdo de cores e formatos nas suas flores (SANTOS,
2008; http://www.passionflow.co.uk/reggie/supplementary-notes.pdf). A insercdo destes
novos hibridos no mercado de plantas ornamentais visa contribuir como alternativa de renda

para pequenos e médios produtores rurais (SANTOS, 2008).



49

Assim, este trabalho teve como objetivo estimar, por meio de descritores morfoldgicos,
parametros genéticos nos genitores P. gardneri Mast, P. gibertii N.E Brown e sua progénie F;
e, por meio da andlise multivariada, representar as relacbes entre 0s genotipos e suas

variaveis.

44  MATERIAL E METODOS

441 MATERIAL VEGETAL E OBTENCAO DE HIBRIDOS

As espécies Passiflora gardneri Mast (acesso BAG-Passifloras 247) e Passiflora
gibertii N.E Brown (acesso BAG-Passifloras 174), provenientes da Embrapa Cerrados
(Brasilia), foram utilizadas como genitores em hibridacdo interespecifica: P. gardneri x P.
gibertii.

Botdes florais em fase de pré-antese foram protegidos no dia anterior. Devido a
ocorréncia de curvatura no estilete na primeira hora apds a abertura das flores em muitas
espécies de Passiflora (CORBET; WILLMER,1980), as anteras de P. gibertii foram coletadas
uma hora apés a antese e seus gréos de polen depositados cuidadosamente, com o auxilio de
uma pinca, sobre a superficie estigmatica de P. gardneri previamente emasculada. As flores
polinizadas foram identificadas com etiquetas e protegidas novamente com sacos de papel por
um periodo de 24 h. Cinco dias apds a polinizacdo, observou-se a permanéncia ou
abortamento do botdo floral. Os frutos resultantes das hibridacdes foram protegidos contra
queda até o seu completo amadurecimento (BRUCKNER; OTONI, 1999). Apds os frutos
estarem completamente amadurecidos, as sementes de cada fruto foram extraidas

manualmente, secas a temperatura ambiente, a sombra até que o excesso de agua fosse
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eliminado, sendo entdo acondicionadas em sacos de papel e conservadas a +/- 10°C. Doze
hibridos foram obtidos e denominados progénie HD15. Cada hibrido recebeu numeracéo
especifica, sendo HD15-101, HD15-102, HD15-103, HD15-104, HD15-105, HD15-106,

HD15-107, HD15-108, HD15-109, HD15-110, HD15-111, HD15-119 (Figura 4.1).

4.4.2 CONDICOES DE CULTIVO E ANALISES ESTATISTICAS

Os genitores e 0s gendtipos hibridos F; foram mantidos em cultivo protegido, e 0s
genotipos (citados anteriormente) foram propagados vegetativamente por estaquia para o
experimento em campo, que foi conduzido na area experimental ao lado da Casa de
Vegetacdo das Passifloras da Universidade Estadual de Santa Cruz (UESC), no municipio de
Ilhéus, BA (long 39° 10" W, lat 14° 39" - S, alt 78 m).

As estacas semi-lenhosas foram retiradas da parte intermediaria dos ramos, preparadas
e padronizadas com trés nos e trés folhas reduzidas a metade. Imediatamente foram
secionadas em bisel, imersas pelas extremidades basais em talco inerte contendo auxina
sintética (acido indol 3-butirico — AIB) e estaquiadas em sacos de polietileno preto (leito de
enraizamento), com capacidade para 1,5 L, contendo areia lavada. Durante o periodo de
enraizamento, as estacas foram irrigadas duas vezes ao dia. O enraizamento das estacas se
completou aos 40 dias ap6s o estaquiamento (VIANA et al., 2004), quando foram entdo
transplantadas para vasos de 30 L contendo solo areno-argiloso, horizonte A peneirado. As
plantas foram mantidas no campo em sistema espaldeira, com dois fios de arame a partir de
1,50 m do solo, com espacamento de 0,5 m entre fileiras e 0,7 m entre plantas. Podas foram
realizadas para separacdo entre plantas. Adubacdes quinzenais foram realizadas com 23,3 ¢

uréia/L, solucdo nutritiva de micronutrientes (1,01 g Bo/L; 2,5 g Cu/L; 0,16 g Mo/L; 8,43 g
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Zn/L; 5,58 g Mn/L), bem como adubacGes a cada 90 dias com 14,97 g de KCl e 34,29 g de
fosfato monoamonico (NHzH,PQO,).
As observagdes das plantas no campo foram realizadas no delineamento em blocos ao

acaso, com trés repeticdes, com unidade experimental de duas plantas.

4.3.3 CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS AVALIADAS

As avaliacdes das variaveis morfolégicas foram realizadas entre margco e outubro de
2009, sendo analisadas cinco repeticdes por planta/bloco. Foram avaliadas as seguintes
caracteristicas: diametro da flor (DF), a partir dos pontos extremos da peétala; didametro da
corona (DC), a partir dos pontos extremos dos filamentos da corona; numero de filamentos da
corona (NFC), a partir da insercdo no receptaculo da flor até o apice; comprimento da
primeira (TF1) e segunda (TF2) séries externas de filamentos da corona; comprimento da
pétala (CP), desde a insercdo na flor até o apice; largura da pétala (LP), na maior dimensao;
comprimento da sépala (CS), desde a insercdo na flor até o apice; largura da sépala (LS), na
maior dimensdo; comprimento do pedunculo floral (PD), a partir do receptaculo da flor até a
insercdo no caule; diametro do caule (DT), na altura do segundo n6 do eixo principal; altura
de planta (AP), distancia (cm) da base ao &pice do ramo principal; area foliar (AF, cm?). As
medicdes foram realizadas com o auxilio de um paquimetro digital e medidor de area foliar

L1-3100 (Licor, USA).
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4.3.4 VARIAVEIS DO FLORESCIMENTO

Durante todo o periodo de floragdo foi registrado o nimero de flores (NF1) por dia a
partir do primeiro dia de floracdo, para a obtencdo dos seguintes dados: horério de abertura da
flor, periodo de duracdo da abertura da flor, nimero de flores abertas por planta/dia e época
de florescimento (meses). Os dados foram submetidos a analise de varidncia (ANOVA),
utilizando o programa Estatistica e com base nos dados foram calculadas as seguintes
variaveis (DAFNI, 1992):

1) Taxa de florescimento (TF): percentagem cumulativa de flores na antese.

TF = N° total de flores

N° de dias
2) Pico de florescimento (PF): maior niumero de flores alcangado em um dia
3) Intensidade relativa do florescimento (IRF%): incremento percentual

cumulativo de flores ao dia.

%IRF = N° de flores no dia de pico + n° de repeticdes x 100
N° total de flores abertas

4.35 PARAMETROS GENETICOS

Para avaliar a variabilidade genética, os dados quantitativos foram submetidos a
andlise de variancia e os parametros genéticos foram estimados. As médias das caracteristicas
de cada gendtipo avaliado foram comparadas pelo teste Scott Knott (p < 0,05). A partir da
analise de variancia foram obtidas as estimativas de variancia e 0s parametros genéticos

apresentados a seguir:



1) Variancia fenotipica:

A2 A2 A2 A2

Gf zo-g+0ga+o-

4) Variancia de ambiente:

A2 A2 A2

O'fZO'g+O'

3) Variancia genotipica:

.2 QMG-QMGA
G~ ar

4) Coeficiente de determinagdo genotipica:
2

5) Correlacédo intraclasse:

2

Oy

Cl=———
O, O

6) Coeficiente de variacado genético:
. 100,45
CVg :%‘9
M

7) Coeficiente de variacdo experimental:

.~ 100/OMR
CVe: m

8) Indice de variagéo:

_Cvg

lv=—
CVe

53



54

4.3.6 ANALISE MULTIVARIADA

Para obter a caracterizacdo dos gendtipos, em funcdo de um conjunto de variaveis
analisadas, procedeu-se a analise multivariada do tipo componentes principais. Empregou-se a
técnica de agrupamento, tendo como medida de dissimilaridade, as distancias generalizadas
de Mahalanobis. Utilizou-se o programa Genes (CRUZ, 2006) e o programa R, considerando-
se 0 seguinte modelo matematico aleatério:

Yijk = p+ Bj+ Gi + €ijk, em que:

u = media geral;
Gi = efeito do i-ésimo gendtipo (i=1, 2, ..., 9);
Bj= efeito do k-ésimo bloco (k =1,2,.......,);

eijk = erro experimental, associado a cada observacgéo, pressuposto NID.

De acordo com este modelo, o esquema de andlise de variancia é apresentado na
Tabela 4.

Tabela 4 Modelo genético estatistico com as esperancas dos quadrados meédios
utilizados nas analises dos genitores P. gardneri e P. gibertii, e dos
hibridos F; HD15.

FV GL oM EQM
Bloco r—1 QMB
Genotipo g-1 QMG o’ + rdg
Residuo Diferenca QMR o2
© Total gr—1




em que:
r: namero de repeticdes (blocos);

g: nmero de genotipos;

®g: componente da variabilidade genética;

o % componente da variancia residual
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Figura 4 Flores dos genitores e hibridos. A) Passiflora gardneri; B) P. gibertii; C) HD15-
101; D) HD15-102; E) HD15-103; F) HD15-104; G) HD15-106; H) HD15-107; I)
HD15-108; J) HD15-109; K) HD15-111; L) HD15-119.
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45 RESULTADOS

451 AVALIACAO DAS CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

As analises de variancias permitiram verificar a existéncia de diferencas significativas
entre 0s genotipos pelo teste F, em nivel de 5 %, 1 % e 0,1 % de probabilidade para quase
todas as caracteristicas avaliadas, observando-se ampla variabilidade genética entre os
genotipos, exceto para a caracteristica TF2 que ndo apresentou diferenca significativa (Tabela
6). As estimativas dos coeficientes de variacdo experimental, que ddo uma idéia da preciséo
do experimento, apresentaram valores considerados de baixa a média magnitude, variando de
5,87 % a 31,88 % paratodas as caracteristicas avaliadas.

As médias foram agrupadas pelo teste Scott e Knott, em nivel de 5% de probabilidade
(Tabela 5). Com relacdo as caracteristicas DC e DF, os maiores valores médios (82,78 e
76,84) foram encontrados para os hibridos HD15-107 e HD15-103, respectivamente. O menor
valor relacionado a estas caracteristicas foi observado para o hibrido HD15-102 (61,24) e para
0 genitor feminino P. gardneri (42,75), respectivamente. Para as variaveis TF1 e TF2, o
genitor feminino P. gardneri e o hibrido HD15-102 apresentaram as menores médias (19,24 —
13,01; 18,34 — 13,42), enquanto que o hibrido HD15-103 e HD15-109 apresentaram 0S
maiores valores (27,24 e 26,28). A variavel PD apresentou maiores e menores valores (24,15;
45,61) para os gendtipos hibridos HD15-105 e HD15-103, demonstrando ampla variabilidade
genética.

A variavel CP apresentou maior valor médio para o hibrido HD15-107 (36,27) e 0
menor valor médio foi observado para o genitor masculino P. gibertii (24,49), enquanto que
os demais hibridos apresentaram valores intermediarios. O hibrido HD15-103 apresentou 0s

maiores valores médios tanto para LP quanto para CS (8,02; 40,28). Os maiores e menores
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valores médios de LS (14,26; 10,36) foram observados em HD15-111 e HD15-105.
Observou-se ainda que o hibrido HD15-111 apresentou maior média (40,27) para a variavel
AF, enquanto que para P. gibertii observou-se a menor media (22,92), os demais hibridos
apresentaram valores médios intermediarios. A varidvel DT apresentou maiores medias para o
genotipo HD15-101 (6,63), enquanto que a menor média foi observada para o hibrido HD15-

102 (3,87).



Tabela 5 Valores médios das caracteristicas morfologicas avaliadas nos genitores Passiflora gardneri, P. gibertii e hibridos F; HD15

CARACTERISTICA MORFOLOGICA

Gendtipo DF DC TF1 TF2 PD CP LP CS LS AP AF DT
P. gardneri 6588b 42,75b 19,24a 13,01a 31,16b 30,62a 913c 3047b 10,77b 122b 48,23a 3,95b
P. gibertii 66,06 b 5298a 21,83a 17,89a 26,69b 24,49a 927c 33,76b 11,38b 1,75a 2292a 4,22b

HD15-101 6790b 5495a 22,80a 28,3la 42,00a 29,93a 981b 3319b 13,14a 1,70a 3423a 6,63a
HD15-102 61,24b 43,03b 18,34a 1342a 3453b 3052a 867c 3205b 10,89b 1,12b 36,76a 3,87b
HD15-103 73,21a 61,13a 27,24a 2121a 456la 3291la 995b 37,03a 13,23a 193a 4691a 6,62a
HD15-104 67,80b 5533a 2443a 19,46a 28,36b 31,36a 993b 3590a 1345a 1,78a 42,17a 4,28b
HD15-105 62,53b 5297a 23,70a 18,04a 24,15b 28,65a 993b 32,60b 10,36b 144b 2958a 6,60a
HD15-106 76,84a 5842a 24,71a 19,24a 4267a 3102a 8,02c 40,28a 13,45a 162a 31,76a 580a
HD15-107 82,78a 53,69a 23,69a 19,67a 416la 36,27a 923¢ 3986a 11,98b 1,85a 33,71a 4,61b
HD15-108 69,60b 5431a 2347a 19,58a 2588b 30,37a 10,88a 34,85b 12,13b 1,37b 2842a 6,35a
HD15-109 72,34a 60,71a 26,28a 21,85a 4394a 312la 899c 3865a 1343a 1,19b 2858a 6,04a
HD15-110 72,04a 52,38a 21,77a 17,96a 4122a 29,56a 983b 3825a 11,96b 233a 3803a 586a
HD15-111 77,29a 548la 2280a 19,32a 4496a 32,79a 9,04c 3851a 14,26a 224a 50,27a 556a
HD15-119 73,67a 5547a 2432a 20,31a 28,09b 328la 1149a 39,09a 14,03a 112b 3451a 4,26b

DF — diametro da flor (mm); DC — didmetro da corona (mm); TF1 e TF2 — tamanho da primeira e segunda séries de filamentos da corona (mm); PD - comprimento do
pedinculo (mm); CP — comprimento da pétala (mm); LP — largura da pétala (mm); CS — comprimento da sépala (mm); LS — largura da sépala (mm); AF — area foliar
(cm?); AP — altura da planta (cm). Médias seguidas por uma mesma letra na coluna, ndo diferem estatisticamente em nivel de 5% de probabilidade, pelo teste Scott e
Knott.
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Tabela 6 Quadrado médio, média e coeficiente de variacdo experimental para doze caracteristicas morfoldgicas dos genitores Passiflora
gardneri Mast, P. gibertii N.E Brown e hibridos F; HD15

QUADRADO MEDIO

FV GL DF DC TF1 TF2 PD CP LP CS LS AF AP

Bloco 2

Genotipo 13 96,11**  80,71* 16,30* 38,46™  169,05*** 19,81*** 193** 27,99*** 388*** 206,79** 0,47**

Residuo 23 17,38 32,85 6,33 26,05 32,98 3,57 0,52 4,69 0,85 131,88 0,18
Media 71,03 53,64 23,08 19,22 36,16 31,00 9,68 36,14 12,54 36,01 1,61
CVe (%) 5,87 10,68 10,90 26,54 15,88 6,10 7,46 5,99 7,35 31,88 26,54

FV — fonte de variagdo; GL — grau de liberdade; DF — didmetro da flor (mm); DC — didmetro da corona (mm); TF1 e TF2 — tamanho da primeira e segunda série de filamentos
da corona (mm); PD - comprimento do pedinculo (mm); CP — comprimento da pétala (mm); LP — largura da pétala (mm); CS — comprimento da sépala (mm); LS — largura da
sépala (mm); AF — érea foliar (cm?); AP — altura da planta (m). *, **, *** Sjgnificativo a 5%. 1% e 0,1 % de probabilidade pelo teste F, respectivamente, ™ — néo
significativo.
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452 VARIAVEIS DO FLORESCIMENTO

De forma geral verificou-se que o horéario de abertura das flores dos hibridos ocorreu
entre 8 h:30 min e 13 h. As flores permaneceram abertas por aproximadamente 24 h, quando
entdo completava o seu fechamento. O florescimento dos hibridos ocorreu durante os meses
de abril a outubro de 2008, com picos de florescimento no més de setembro. O hibrido HD15-
101 apresentou 0 maior nimero de flores durante o periodo de avaliagdo (marco a outubro de
2009), seguido do genitor masculino P. gibertii. Contrariamente, o genitor feminino P.
gardneri, e os hibridos HD15-102 e HD15-109 apresentaram menor namero de flores (Tabela
7).

Quanto ao numero de flores, observou-se por meio da analise de variancia que néao
houve diferenca significativa pelo teste F ao nivel de 5 % probabilidade entre os gendtipos.

No entanto, houve diferencas significativas entre os hibridos (Tabela 8).
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Tabela 7 NUimero médio quinzenal de flores dos genitores Passiflora gardneri Mast, P.

gibertii N.E Brown e hibridos F; HD15, a partir do primeiro dia de florescimento

" Quinzenas
Genatipo

1a 2a 3a 4a 5& 6a 7a 8a
P. gardneri 14 - - - - - - -
P. gibertii 23 21 47 31 29 37
HD15-101 29 37 28 25 21 25 35 30
HD15-102 10 . . . . i i i
HD15-103 22 40 29 72 - - - -
HD15-104 18 20 - - - - - -
HD15-105 20 - - - - - - -
HD15-106 31 37 24 11 . i i i
HD15-107 18 17 31 i i i i i
HD15-108 16 ] i i i i i i
HD15-109 10 - . . i i i i
HD15-110 1 31 26 i i i i i
HD15-111 27 27 34 33 - - - -
HD15-119 23 . . i i i i i

Tabela 8 Resumo da andlise de variancia do namero de flores dos genitores Passiflora
gardneri, P. gibertii e hibridos HD15 F;

FV GL Quadrado Médio
Gendtipo 18 6,10"**
Bloco 2 2,68 "
Residuo 567 2,46

FV — fonte de variagdo; GL — grau de liberdade; *** Significativo
a 5 % de probabilidade pelo teste F, ™ — n&o significativo.
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Tabela 9 Taxa de florescimento (TF), pico de florescimento (PF) e intensidade de
florescimento (IRF%) dos genitores P. gardneri Mast, P. gibertii N.E Brown e
hibridos F; HD15

Genotipo TF PF IRF%
P. gardneri 2,33 4 4,76
P. gibertii 2,21 11 0,07
HD15-101 1,91 10 0,03
HD15-102 1,11 2 2,22
HD15-103 2,58 15 0,14
HD15-104 1,15 2 0,16
HD15-105 1,43 4 1,43
HD15-106 1,94 8 0,15
HD15-107 1,34 6 0,18
HD15-108 1,33 2 1,04
HD15-109 1,13 2 2,78
HD15-110 1,84 7 0,21
HD15-111 2,16 6 0,09
HD15-119 1,15 3 0,65

45.3 ESTIMATIVA DE PARAMETROS GENETICOS

As estimativas de H? foram superiores a 73 % para sete das doze caracteristicas
avaliadas (DF, PD, CP, LP, CS, LS e DT), sendo os maiores valores apresentados pelas
caracteristicas CS e DT com 83,23 % 81,90 %, respectivamente (Tabela 10). Para as demais
caracteristicas foram observados baixos valores de herdabilidade (abaixo de 62 %), indice de
variagdo < 1 e alto valor de variancia ambiental. A menor estimativa de H? foi apresentada
pelo TF2, com valor de 32,26 %.

A andlise das estimativas do coeficiente de variacdo genético (C\VVg) permitiu realizar a

comparacdo da variabilidade genética entre os diferentes caracteres avaliados. Os valores
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obtidos para o CVg variaram de 7,37 % a 19,52 %, evidenciando elevada variabilidade
genética entre os tratamentos (gendtipos) Uteis para 0 melhoramento genético das passifloras
ornamentais. As caracteristicas morfolégicas AP, AF e DT apresentaram elevado CVg, ao
contrério das caracteristicas DF, DC, TF1, TF2, CP, LP, CS e LS, que apresentaram valores
inferiores a 11 %. As caracteristicas DF, PD, CP, CS e LS apresentaram valores de Iv

superiores a unidade.
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Tabela 10 Estimativa da variancia fenotipica (%), variancia de ambiente (o), variancia genotipica (®g), coeficiente de determinagéo
genotipica (H?), correlacdo intraclasse (CI), coeficiente de variacdo genético (CVg) e indice de variacdo (lv) para doze

caracteristicas nos genitores Passiflora gibertii e P. gardneri e hibridos F;.

CARACTERISTICA

DF DC TF1 TF2 PD CP LP CS LS AP AF DT

o’ 34,61 29,06 5,87 13,85 60,87 7,13 0,69 10,08 1,39 0,15 68,93 1,14

0% 6,26 11,83 2,28 9,38 11,87 1,28 0,18 1,69 0,30 0,06 43,96 0,20
dg 28,34 17,23 3,58 4,46 48,99 5,84 0,50 8,39 1,09 0,09 24,96 0,93
H? 81,90 59,29 61,11 32,26 80,48 81,95 73,06 83,23 78,06 61,89 36,22 81,90
Cl 61,90 34,40 36,14 14,64 59,76 62,04 49,40 64,12 56,17 35,12 15,91 60,14
CVg 7,49 7,33 8,20 10,99 19,35 7,80 7,37 8,01 8,33 19,52 13,87 18,16
Iv 1,27 0,72 0,75 0,41 1,21 1,27 0,98 1,33 1,13 0,73 0,43 1,22

DF - didametro da flor (mm), DC - didmetro da corona (mm), TF1 - tamanho da primeira série de filamentos da corona (mm), TF2 - tamanho da segunda série de filamentos da
corona (mm), PD - comprimento do peddnculo da flor (mm), CP - comprimento da pétala (mm), LPE - largura da sépala (mm), CS - comprimento da sépala (mm), LS -
largura da sépala (mm), AP — altura da planta (m), AF — area foliar (cm?), DT — diametro do caule (mm).
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454 COMPONENTES PRINCIPAIS

A partir da matriz de correlacdo dos gendtipos, foram calculados 0os componentes
principais, que possibilitaram identificar quais descritores melhor caracterizaram os materiais
em estudo (Figura 5). Os dados originais foram padronizados a fim de minimizar os efeitos
das diferentes escalas de mensuracdo. O primeiro e 0 segundo componentes representaram
477 % e 19,4 % do total da variagdo, respectivamente. O primeiro componente foi
positivamente correlacionado para todas as variaveis analisadas, DF, DC, TF1, TF2, PD, CP,
LP, CS, LS, AF, AP e DT. O segundo componente foi positivamente correlacionado para as
variaveis DC, TF1, TF2 e DT e negativamente correlacionado para as variaveis LS, CS, AP,
CP, DF, LP, CP e AF.

As varidveis AP e CP apresentaram menor comprimento do vértice, demonstrando que
foram as que menos contribuiram para a formagdo dos grupos. Contrariamente, as variaveis
DF, DC, TF1, TF2, CP, LP, CS e LS apresentaram maiores valores do vértice, 0 que permitiu
afirmar que estas variaveis contribuiram significativamente para a formagdo dos grupos. Os
12 componentes principais explicaram 100 % da variancia (Tabela 11), onde o primeiro
componente principal explica 47,7 % da variancia e os trés primeiros explicam 77,2 % da

variancia total.
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Figura 5 Dispersdo grafica dos acessos de genitores (P. gardneri x P. gibertii) e de 12
tendo como base doze caracteristicas

hibridos F; (HD15) de Passiflora,

morfoldgicas.

DF — didmetro da flor; DC — didmetro da corona; TF1 e TF2 — tamanho da primeira e segunda série de

filamentos da corona; PD — comprimento do peddnculo; CP — comprimento da pétala; LP —

largura da pétala; CS

— comprimento da sépala; LS — largura da sépala; AP — altura da planta; AF — area foliar; DT — diametro do

caule.



Tabela 11 Estimativa da variancia (autovalores %) associada aos componentes principais e suas importéancias relativas e acumuladas

Componente  Autovetor % DF DC TF1 TFR2 PD CP LP CS LS AP AF DT

1 8,62 477 036 034 032 027 029 025 031 035 035 008 020 0,18
2 5,49 194 -0,18 034 030 033 -015 -0.34 -0,31 -0,06 -0,02 -0,47 -0,10 0,42
3 3,97 10,1 -0,16 -0,07 -0,15 0,10 034 -021 -0,10 -0,26 -0,14 0,38 0,59 0,43
4 3,25 6,8 032 001 -0,14 -027 -001 -032 -004 039 -022 -045 052 -019
5 3,00 58 -0,20 00 -0,11 032 -029 -045 040 -0,16 043 0,04 0,22 -0,37
6 2,61 438 -011 0,26 045 -047 -048 -004 -017 0,10 006 042 021 0,01
7 2,16 301 020 -012 004 031 -056 040 024 -022 -039 -0,09 028 0,14
8 1,49 143 -008 026 046 -004 036 -009 028 -035 -048 -005 0,00 -0,39
9 1,18 089 -037 -002 o008 037 o008 037 -049 022 000 -001 029 -045
10 0,77 039 o067 -005 008 030 -004 -0,28 -043 -0,17 -0,08 0,31 -0,12 -0,23
11 0,38 009 018 0,20 -00r -028 006 029 -021 -061 043 -032 0,22 -0,06
12 0,04 0,01 -001 0,75 -057 00 -008 008 -0,02 00 -022 0217 -0,10 -0,06

DF - didmetro da flor (mm), DC - didmetro da corona (mm), TF1 - tamanho da primeira série de filamentos da corona (mm), TF2 - tamanho da segunda série de
filamentos da corona (mm), PD - comprimento do pedinculo da flor (mm), CP - comprimento da pétala (mm), LP- largura da sépala (mm), CS - comprimento da sépala
(mm), LS - largura da sépala (mm), AP — altura da planta (m), AF — area foliar (cm?), DT — diametro do caule (mm).
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No dendrograma representando 0s quatorze genotipos (Figura 6), observa-se
claramente a estruturacdo de dois grandes grupos (clusters). O primeiro grupo corresponde
aos gendtipos P. gardneri, HD15-102, P. gibertii, HD15-105, HD15-108, HD15-104 e HD15-
119. O segundo grupo formado é representado predominantemente pelos genétipos HD15-
101, HD15-110, HD15-106, HD15-109, HD15-107, HD15-103 e HD15-111. Pode-se
observar que os genitores (P. gardneri e P. gibertii) foram separados no mesmo grupo.

Utilizando-se o método de Ward fora encontrado um coeficiente aglomerativo de 0,80.
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Figura 6 Dendrograma representando os agrupamentos dos acessos de genitores (P. gardneri

x P. gibertii) e 12 hibridos F, (HD15) de Passiflora, obtidas pelo método de Ward.
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45  DISCUSSOES

O resumo das andlises de variancias apresentados revelaram diferencas significativas
entre os hibridos e genitores, em quase todas as caracteristicas estudadas, 0 que evidencia a
presenca de variabilidade genética (RESENDE, 2002). A existéncia de variabilidade genética
entre os tratamentos é de fundamental importdncia em um programa de melhoramento
genético, visto que permite ao melhorista a selecdo e obtencdo de gendtipos superiores
(ALLARD, 1971). O conhecimento da variabilidade fenotipica dos caracteres de importancia
agrondbmica € imprescindivel para o melhorista, quanto a definicio dos métodos de
melhoramento, selecdo de genitores, escolha dos locais para conducgéo dos testes, definicdo do
numero de repeticdes e predicdo dos ganhos por selecdo (JUNG et al., 2008).

Os CVe obtidos neste trabalho, para todas as caracteristicas, foram considerados de
baixa e média magnitude, abaixo de 20 % de acordo com os critérios definidos por Pimentel
Gomes (2000), conferindo precisdo satisfatoria do experimento, permitindo assim a obtencéo
de melhor resposta a selecdo. As caracteristicas AP e AF apresentaram CVe considerados
altos, o que indica que houve maior influéncia do ambiente para estas caracteristicas.
Entretanto, pode-se inferir que estes valores de CVe estdo dentro dos limites aceitaveis, de
acordo com outros trabalhos realizados com esta cultura (SILVA et al., 2009; GONCALVES
et al., 2007; MORAES et al., 2005, VIANA et al., 2004).

O conhecimento sobre o numero de flores constitui uma ferramenta essencial para o
conhecimento da fenologia do florescimento de espécies do género Passiflora, fornecendo
subsidios para orientar estudos de caracterizacdo, conservacao e melhoramento genético de
espécies (SOUZA; HATTEMER, 2003). Verificou-se uma acentuada diferenca no
comportamento do hibrido HD15-101 em relacdo ao namero de flores, seguido pelo genitor
masculino P. gibertii. Resultados semelhantes para P. gibertii foram encontrados quando

também cultivadas em condi¢des de campo (SILVA et al., 2004).
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O principal uso das estimativas de parametros genéticos, além dos subsidios para o
planejamento de eficientes estratégias de melhoramento, estd na predicdo dos valores
genéticos (RESENDE et al., 2001). As estimativas do coeficiente de variacdo genético (CVQ)
permitem realizar uma comparacdo da variabilidade genética entre os diferentes caracteres
avaliados. No entanto, neste trabalho, observou-se reduzida variabilidade genética das
caracteristicas (7,33 % a 19,35 %), uma vez que foram observados elevados indices de CVg
(17,05 % a 32,65 %) para estas mesmas caracteristicas em hibridos F; do cruzamento P.
palmeri x P. foetida (SANTOS, 2008).

Embora CVg tenha sido baixo, o indice de variacdo (lv), pardmetro que auxilia na
deteccdo da variabilidade genética em uma populacdo e representa a relacdo entre o
coeficiente de variacdo genético e o coeficiente experimental, mostrou-se superior a um para
cinco caracteristicas estudadas (DF, PD, CP, CS, LS e DT), mostrando situacdo altamente
favoravel ao melhoramento destas caracteristicas (VIANA et al., 2004). Sobretudo, para a
caracteristica DF, que além de elevado lv, apresentou alto valor de coeficiente de
determinagdo genotipica (H® = 81,90) de grande importancia no melhoramento de passifloras
ornamentais. E possivel que métodos de melhoramento simples possam ser aplicados a essa
caracteristica, como selecdo massal e suas derivacdes (NEVES et al., 2003). No entanto, a
variavel DT apresentou lv superior a unidade (1,22), necessitando de métodos de selecdo mais
elaborados.

Em relagdo ao coeficiente de determinagdo genotipica (H?), que permite antever a
possibilidade de sucesso com a selecdo, uma vez que reflete a proporcdo da variacdo
fenotipica que pode ser herdada (CRUZ; REGAZZI, 2004), as estimativas foram superiores a
73 % para sete das doze caracteristicas avaliadas, corroboradas pelos altos Iv. Este resultado
indicou alta variabilidade genética, sendo recomendavel a selecdo de gendtipos com base

nestas sete caracteristicas. No entanto, as caracteristicas DC, TF2 e AF apresentaram baixos
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valores de H?, indicando a existéncia de pouca variabilidade genética e grande participacéo do
fator ambiental, o que pode ser considerado insatisfatorio para o sucesso da selecdo (VIANA
et al., 2004). Em trabalhos realizados com maracujazeiro-amarelo, embora analisando
caracteristicas agronémicas relacionadas ao fruto, foram encontradas estimativas de valores
de H? superiores a 90 %, favoravel ao melhoramento (VIANA et al., 2004; SILVA et al.,
2009).

As estimativas de herdabilidade em uma populacdo podem variar de acordo com a
caracteristica avaliada, 0 método de estimacdo, a diversidade na populacdo, o tamanho da
amostra avaliada, o nivel de endogamia da populacdo, o numero e tipos de ambientes
considerados, a precisdo na conducdo do experimento e na coleta de dados, e com a unidade
experimental considerada. Entdo, estas estimativas ndo devem ser extrapoladas para outras
populacdes ou outros ambientes (BOREM, 2009).

Em geral, os resultados mostram que a selecdo, com base em uma Unica caracteristica
é inadequada, pois conduz a um produto final superior com relacéo a essa caracteristica, mas
leva a desempenhos ndo tao favoraveis para as demais. Nos genotipos avaliados, P. gardneri,
P. gibertii e hibridos HD15, ha possibilidade de obtencdo de gendtipos superiores, com base
nas analises de Iv e H? sendo possivel selecionar com base em varios caracteres para melhor
inferir sobre a superioridade relativa dos mesmos (CRUZ; REGAZZI, 2004). E importante
destacar que a literatura dispde de poucos dados comparaveis diretamente com as estimativas
dos coeficientes de determinacdo genotipica obtidos para as varidveis estudadas para o
maracuja ornamental.

A analise multivariada consiste em um conjunto de métodos estatisticos utilizados em
situacOes nas quais varias varaveis sdo medidas simultaneamente, em cada elemento amostral.
O propésito da analise multivariada é medir, explicar e predizer o grau de relacdo entre

variaveis (MINGOTI, 2007). As combinacOes lineares das variaveis originais sdo chamadas
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de componentes principais e ndo sdo correlacionadas entre si (ANDERSON, 2003). A
utilizacdo das analises de componentes principais justifica-se por proporcionarem uma
simplificacdo dos dados originais (SANTOS et al., 2004; MINGOT], 2007).

Observou-se que o primeiro componente principal explica 47,7 % da variancia total,
enquanto que os trés primeiros componentes explicam 72,2 % da variancia total, explicando
satisfatoriamente a variabilidade manifestada entre os genétipos avaliados, o que simplifica a
interpretacdo. Resultados inferiores foram encontrados em outrasespécies de maracujazeiro,
onde o primeiro e o segundo componentes representaram 29,6 % e 19,4 % do total da
variacdo, respectivamente, enquanto que o0 terceiro representou apenas 12,2 %
(CROCHEMORE et al 2003).

Quando se dispde de um grande nimero de descritores, € possivel que alguns deles
sejam redundantes, tornando-se Util a sua eliminacdo, porque além de pouco informativa,
ocorre acréscimo no trabalho de avaliagio e ndo apresentam informacdo adicional
(JOLLIFFE, 1972). Assim, com base no principio de que a importancia ou variancia dos
componentes principais decresce do primeiro para o ultimo, como descrito por Pereira (1989),
tem-se que os ultimos componentes (AF e DT) explicam uma fragdo muito pequena da
variancia total.

O método de Ward utilizado para gerar o dendograma permitiu a distin¢do clara de
dois grandes grupos, mostrando-se eficiente na discriminacdo destes grupos. O coeficiente
aglomerativo encontrado foi de 0,80, bem préximo de 1, que de acordo com Vale (2005) este
coeficiente mede a qualidade de um agrupamento aglomerativo, onde os valores deste
coeficiente variam entre 0 e 1. Assim, valores baixos correspondem a estruturas ruins, ja
valores bem proximos de 1 indicam que estruturas claras foram identificadas. Em estudos

realizados em populacGes cultivadas e silvestres de maracujazeiro-doce, observou-se pelo
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dendrograma, a formacdo de sete grupos distintos e coeficiente aglomerativo de 0,97

(BELLON et al., 2009).

46 CONCLUSOES

A hibridacéo interespecifica, envolvendo os genitores P. gardneri Mast e P. gibertii N.
E Brown, foi bem sucedida, resultando em 12 gendtipos hibridos. A caracterizacdo
morfologica e a estimacao de parametros genéticos permitiram identificar maior variabilidade
genética entre os genotipos hibridos, com alto coeficiente de determinacdo genotipica para as
caracteristicas DF, PD, CP, LP, CS, LS e DT, demonstrando que estas plantas possuem maior
potencial para serem utilizadas em programas melhoramento de passifloras. A analise de
componentes principais permitiu a diferenciacdo de dois grandes grupos, sendo que 0s dois
primeiros componentes principais (DF e DC) explicam mais de 70 % da variacéo total, o que

explica satisfatoriamente a variabilidade manifestada entre os acessos.
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5 CAPITULO 3
51 INFLUENCIA DO SOMBREAMENTO NO CRESCIMENTO E
FLORESCIMENTO DE HIBRIDOS ORNAMENTAIS F; DE PASSIFLORA

CULTIVADOS EM DIFERENTES TIPOS DE VASOS

52 RESUMO

Diferentes niveis de sombreamento tendem a provocar diferentes respostas nas plantas.
Alguns parédmetros de crescimento e florescimento tém sido utilizados para avaliar o
comportamento das plantas em relacdo ao sombreamento. Neste contexto, objetivou-se avaliar
os efeitos dos diferentes niveis de sombreamento sobre o crescimento e florescimento de
hibridos interespecificos de Passiflora (HD15-101 e HD15-103), cultivados em vasos de
ceramica e concreto. As avaliacOes foram realizadas a cada 20 dias em mudas clonais a partir
dos 60 dias apds o enraizamento. Avaliou-se a altura (cm) do ramo principal, 0 nimero de
entrends e de folhas e o didmetro do caule, utilizando o delineamento inteiramente
casualisado em um esquema fatorial (2 x 2 x 4 x 6) com trés repeticdes, correspondentes a
dois gendtipos, dois tipos de vaso, quatro niveis de sombreamento (0 %, 25%, 50% e 75%) e
seis semanas de avaliacdo. Os niveis 25 % e 50 % de sombreamento foram os mais propicios
para o crescimento dos hibridos (3,36 e 3,46), embora o sombreamento de 75 % (12,40) tenha
mostrado maior numero de folhas. Quanto ao tipo de vaso, ndo houve diferenca entre 0s
genotipos, mas houve um incremento no nimero de flores com pico de florescimento de 25
flores por dia para o hibrido HD15-103 em vasos de concreto. Logo, recomenda-se 0
crescimento destes hibridos de passiflora em vasos de concreto e em ambiente de sombra
moderada.

Palavras-chave: Passiflora ornamental, intensidade de luz, desenvolvimento, caracteristicas

morfoldgicas.
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INFLUENCE OF SHADING ON GROWTH AND FLOWERING OF ORNAMENTAL
F1 HYBRIDS OF PASSIFLORA CULTIVATED IN DIFFERENT TYPES OF

VESSELS

5.21 ABSTRACT

Different shading levels tend to provoke different responses in plants. Some parameters of
growth and flowering have been used to evaluate the behavior of plants in relation to shading.
This study has as goal to assess the effect of different shading levels on growth and flowering
of interspecific hybrids of Passiflora (HD15-101 HD15-103) which were cultivated in
ceramic and concrete pots. The evaluations were performed every 20 days in clonal seedlings
with 60 days after rooting. We evaluated the height (cm), number of internodes, number of
leaf, and stem diameter (mm), using a completely randomized design with three replications
in a factorial (2 x 2 x 4 x 6), corresponding to two genotypes, two types of pot, four light
conditions (0%, 25%, 50%, 75%) and six weeks of evaluation. The 25% and 50% shading
levels were the most conducive to the growth of hybrids (3,36 e 3,46), although the 75%
condition has shown a larger number of leaves. Concerning the type of pots, one did not
observe difference between genotypes, but there was an increase in the flowers number with
peak flowering of 25 flowers per day for hybrid HD15-103 in concrete pots. Therefore, we
recommend the growth of these species of Passiflora hybrid under pots of concrete and

moderate light condition environment.

Key-words: Ornamental Passiflora, light regime, development, morphological characteristics.
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5.3 INTRODUCAO

O maracujazeiro pertence a familia Passifloraceae compreendendo cerca de dezenove
géneros (BERNACCI, 2003). O género Passiflora € o mais representativo e é originario da
América do Sul, cujo centro de distribuicdo geogréafica € o centro-norte do Brasil, com cerca
de 750 espécies (FEUILLET; MACDOUGAL, 2007).

As plantas do género Passiflora apresentam-se na forma de trepadeiras vigorosas, com
uma variacdo muito grande no tamanho e na forma das folhas (JORGENSEN et al., 1984).
Igualmente as flores também apresentam tamanhos e formas variadas (ULMER;
MACDOUGAL, 2004). A exuberancia de suas formas e cores tem despertado interesse no
mercado de plantas ornamentais (JUNQUEIRA et al., 2007), com flores numerosas, de
coloracdo forte e marcante, principalmente pela presenca da corona de filamentos que
caracteriza a familia Passifloraceae (ABREU et al., 2009).

No Brasil, o interesse pela floricultura e plantas ornamentais vem destacando-se ha
alguns anos, quando as plantas comecaram a ser apreciadas para a ornamentacdo ocupando
lugar de destaque no mercado do agronegécio (LANDGRAF; PAIVA, 2009). Com isso, por
meio de hibridaces interespecificas, muitos hibridos de Passiflora como BRS-Roseflora

(JUNQUEIRA, et al., 2007), BRS-Rubiflora (FALEIRO et al., 2007a) e Estrela do Cerrado
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(FALEIRO et al.,, 2007b) foram lancados para 0 mercado da ornamentacdo de plantas.
Merecem destaque os hibridos obtidos no sul da Bahia: P. ‘Alva’, P. ‘Aninha’ ¢ P. ‘Priscilla’,
com flores de coloracéo suave e de médio porte (SANTOS, 2008).

A formacgdo de mudas em viveiros é uma etapa muito utilizada na producdo de mudas
ornamentais (MARTINS et al., 1998), assim o sombreamento pode modificar o microclima
no qual a planta se encontra, e dependendo da intensidade da luz e duragdo do periodo de luz,
ocasiona mudancas fisiologicas, anatdmicas e reprodutivas, que podem afetar negativamente a
producdo (MORAIS, 2003). Contudo, a eficiéncia fotossintética sera maior na medida em
que, as condi¢cdes ambientais, solo e clima, forem adequados (MORAIS et al., 2009).

Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos dos diferentes niveis de
sombreamento sobre o crescimento e florescimento de hibridos interespecificos de Passiflora,

cultivados em vasos de ceramica e concreto.

5.4  MATERIAL E METODOS

5.4.1 MATERIAL VEGETAL, CONDICOES DE CULTIVO E TRATAMENTOS

O experimento foi conduzido na Universidade Estadual de Santa Cruz (UESC) no
municipio de llhéus, BA (long 39 10°W, lat 14 39’ — S, alt 78m). As espécies Passiflora
gardneri Mast (acesso BAG-Passifloras 247) e Passiflora gibertii N.E Brow (acesso BAG-
Passifloras 174), provenientes da Embrapa Cerrados (Brasilia), foram utilizadas como

genitores em hibridacdo interespecifica: P. gardneri x P. gibertii.
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5.4.2 HIBRIDACAO INTERESPECIFICA

Devido a ocorréncia de curvatura no estilete na primeira hora apds a abertura das
flores em muitas espécies de Passiflora (CORBET; WILLMER, 1980), anteras de P. gibertii
foram coletadas uma hora apds a antese e seus graos de pdlen depositados cuidadosamente,
com o auxilio de uma pinca, sobre a superficie estigmatica de P. gardneri previamente
emasculada. As flores polinizadas foram identificadas com etiquetas e protegidas novamente
com sacos de papel por um periodo de 24 h. Cinco dias ap6s a polinizacdo, observou-se a
permanéncia ou abortamento do botéo floral. Os frutos resultantes das hibridagfes foram
protegidos contra queda até o seu completo amadurecimento (BRUCKNER; OTONI, 1999).
Apos os frutos estarem completamente amadurecidos, as sementes de cada fruto foram
extraidas manualmente, secas a temperatura ambiente até que o excesso de agua fosse
eliminado, sendo entdo acondicionadas em sacos de papel e conservadas a +/- 10°C. Doze
hibridos foram obtidos e denominados progénie HD15. Cada hibrido recebeu numeracéo
especifica, sendo HD15-101, HD15-102, HD15-103, HD15-104, HD15-105, HD15-106,
HD15-107, HD15-108, HD15-109, HD15-110, HD15-111, HD15-119.

Dois gendtipos hibridos, HD15-101 e HD15-103, foram propagados assexuadamente
por estaquia. As estacas, semi-lenhosas, com 15 cm de comprimento, foram retiradas da parte
intermediaria dos ramos, preparadas e padronizadas com trés nds e trés folhas reduzidas a
metade. Imediatamente, a base das estacas foram secionadas em bisel, e imersas em talco
inerte contendo auxina sintética (a4cido indol 3-butirico — AIB) e estaquiadas em sacos de
polietileno preto (leito de enraizamento), com capacidade para 1,5 L, contendo areia lavada.
Durante o periodo de enraizamento, as estacas foram irrigadas duas vezes ao dia. O

enraizamento das estacas se completou aos 40 dias apds o plantio (VIANA et al., 2004),
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quando foram entdo transplantadas para vasos de concreto e de cerdmica com capacidade de
45 L, contendo solo areno-argiloso, horizonte A peneirado.

Os genotipos foram submetidos a quatro niveis de sombreamento (0 %, 25 %, 50 % e
75 %) e dois tipos de vasos (concreto e ceramica). O tratamento 0 % correspondeu ao cultivo
das plantas a pleno sol. Ja o sombreamento dos trés outros niveis (25 %, 50 % e 75 %) foi
obtido com telas plasticas pretas do tipo ‘sombrite’ fixadas em armagdes de madeira com
dimensdes de 5x5x5 m® para cada nivel de sombreamento, em condices de campo.

As plantas foram conduzidas em armacdes feitas com arame com 1 m de altura,
irrigacdo manual e diariamente. A cada quinze dias fez-se aplicacdo de uréia (23,3 g/L),
solucgdo nutritiva de micronutrientes (1,01 g Bo/L; 2,5 g Cu/L; 0,16 g Mo/L; 8,43 g Zn/L; 5,58
g Mn/L) e, a cada 90 dias, aplicou-se 34,29 g de fosfato monoaménico (NH4H,PO,) e 14,97 g

de KCI. Aplicacéo de Sevin foi realizada a cada 15 dias para controle de lagartas.

5.4.3 ANALISE DO CRESCIMENTO E DO FLORESCIMENTO

As avaliacGes do crescimento e florescimento foram realizadas entre novembro de
2009 e janeiro de 2010 nas plantas instaladas nos sombreamentos e a pleno sol. Foram
avaliadas as seguintes variaveis de crescimento: (AP) altura da planta, medindo-se o
comprimento do caule do ramo que surgiu apos a instalacdo do experimento, a partir do coleto
até o apice caulinar, utilizando trena; namero de entrends (NE) e de folhas (NF), do mesmo
ramo utilizado para medir a altura da planta e diametro do caule (DT), na altura do segundo
n6é do ramo principal, com auxilio de paquimetro digital. As avaliacbes foram realizadas

quinzenalmente ao longo de todo o periodo experimental, perfazendo um total de 75 dias.
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Para as varidveis do florescimento foram avaliados o nimero de flores diariamente,
contando-se 0 nimero de flores abertas durante todo o periodo experimental. Verificou-se,

ainda, o diametro de dez flores abertas por planta/vaso/sombreamento.

5.4.4 VARIAVEIS DO FLORESCIMENTO

Durante todo o periodo de floragdo foi registrado o nimero de flores (NF1) por dia, a
partir do primeiro dia de floracdo, para a obtencdo dos seguintes dados: horario de abertura da
flor, periodo de duragédo da abertura da flor, nimero de flores abertas por planta/dia e época
de florescimento (meses). Os dados foram submetidos a analise de varidncia (ANOVA),
utilizando o programa Estatistica e, utilizados para o calculo das seguintes variaveis (DAFNI,
1992):

1) Taxa de florescimento (TF): percentagem cumulativa de flores na antese.

TF = N° total de flores

N° de dias
2) Pico de florescimento (PF): maior niumero de flores alcancado em um dia
3) Intensidade relativa do florescimento (IRF%): incremento percentual cumulativo

de flores ao dia.

%IRF = N° de flores no dia de pico + n° de repeticdes x 100
N° total de flores abertas
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5.4.5 ANALISE ESTATISTICA

Foi adotado o delineamento experimental inteiramente casualizado, em um arranjo
fatorial 2x2x4, que correspondera a dois gendtipos (HD15-101 e HD15-103), dois tipos de
vasos (concreto e ceramica) e quatro niveis de sombreamento (0 %, 25 %, 50 % e 75 %), com
trés repeticdes, onde cada repeticao foi representada por uma planta e por um tipo de vaso. Os
dados foram submetidos a andlise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Scott-

Knott a 5 % de probabilidade, utilizando o programa estatistico R.

5.5 RESULTADOS

5.5.1 PARAMETROS DE CRESCIMENTO E FLORESCIMENTO

Foram observadas diferencas significativas para os genoétipos estudados (HD15-101 e
HD15-103) em nivel de 5 % de probabilidade para as caracteristicas NE e NF (Tabela 12).
Para todas as variaveis analisadas (DT, AP, NE e NF) verificou-se diferenca significativa do
tempo ao nivel de 5 % de probabilidade pelo teste F.

O sombreamento influenciou, de maneira significativa, o crescimento dos dois
hibridos avaliados. Os maiores valores de crescimento em altura para o hibrido HD15-101
foram observados em nivel de 75 % de sombreamento quando cultivado nos dois tipos de
vaso (ceramica e concreto) (Figura 7A e B). Os menores valores de crescimento em altura
para este mesmo hibrido, foram menores no tratamento de 25 % de sombreamento nos dois

tipos de vaso. No entanto, o hibrido HD15-103 apresentou 0s maiores valores de crescimento
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em altura, quando cultivado em vasos de cerdmica e concreto sob sombreamento de 50 %
(Figura 8A).

Quanto ao aumento do didmetro do caule observou-se que para o hibrido HD15-101, o
aumento do didmetro foi proporcional reducdo do sombreamento, quando cultivado em vasos
de concreto, onde os maiores valores foram observados com 50 % de sombreamento (Figura
9B). Resultado contréario foi observado para o hibrido HD15-103, com maiores valores do
didmetro do caule a pleno sol, quando cultivado em vasos de ceramica, e 0s menores valores
observados em 25 % de sombreamento (Figura 10A). Entretanto quando cultivados em vasos
de concreto maiores valores para aumento do didmetro do caule foram observados com 25 %
de sombreamento e, os menores valores quando cultivados a pleno sol.

De maneira geral, para o hibrido HD15-101, houve incremento do nimero de entrenos
a medida que aumentou o nivel de sombreamento, quando cultivado tanto em vasos de
ceramica quanto de concreto, assim como o hibrido HD15-103 apresentou maior nimero de
entrenos a pleno sol em ambos os tipos de vasos (Figura 11A e B).

Quando se avaliou o nimero de folhas por planta, os dois gendtipos (HD15-101 e
HD15-103) cultivados sob menor disponibilidade de luz (75 % de sombreamento), em vaso

de ceramica, apresentaram maior nimero de folhas (Figura 13A).
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Tabela 12 Resumo da anélise de variancia de quatro parametros de crescimento dos hibridos
HD15-102 e HD15-103 submetidos aos niveis 0 % (pleno sol), 25 %, 50 % e 75 %
de sombreamento, cultivados em vasos de concreto e ceramica, avaliados aos 75
dias, apds a implantacdo dos tratamentos

Quadrado médio

FV GL DC AP NE NF
Genotipo (G) 1 0,31™ 7,96™ 101,5* 110,01*
Tempo (T) 5 241,27***  10618,25%**  2308,2%**  1897,89%**
Sombreamento (S) 3 15,15%** 406,18™ 215,2***  203,97***
Tipo de vaso (TV) 1 89,77™ 370,21™ 48" 0,89™
GxT 5 4,32™ 613,15** 71,6** 68,87**
GxS 3 1,71™ 744,8* 52,3™ 16,86 ™
TxS 15 1,75™ 448,48*** 6,5™ 15,99 ™
GXxTV 1 1,45™ 49,78"™ 1,3™ 20,06 ™
TxTV 5 2,07™ 232,32"™ 26,4™ 33,3"™
SXTV 3 0,88™ 107,98 ™ 46,2™ 79,73*
GXTxS 15 0,42"™ 654,18*** 16,5™ 14,86 ™
GXTxTV 5 0,44ns 51,63™ 125™ 15,08 ™
GXSXTV 3 10,94** 103,94ns 83,2** 100,23**
TxXSXTV 15 1,01"™ 188,16 ™ 14,1"™ 13,22"™
GXTxTV 15 1,01"™ 183,8™ 125™ 14,56 ™
Residuo 192 2,06 164,19 21,2 21,67

FV — fonte de variacdo; GL — grau de liberdade; DC — didmetro do caule do ramo principal; AP —
altura do ramo principal; NE — nimero de entren6s do ramo principal; NF — nimero de folhas do ramo
principal; ™ — ndo significativo; *, ** e *** - significativo a 5 %, 1 % e 0,1 % de probabilidade pelo
teste F, respectivamente.
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significativo a 5 %, 1 % e 0,1 % de probabilidade pelo teste t, respectivamente; ™ — ndo
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Figura 14 Numero de folhas do ramo principal de mudas clonais do hibrido HD15-103 cultivadas
em vasos de ceramica (A) e de concreto (B) submetidas a quatro niveis de
sombreamento, durante 75 dias, ap0s a implantacdo dos tratamentos. *, ** e ***
significativo a 5 %, 1 % e 0,1 % de probabilidade pelo teste t, respectivamente; ™ — ndo

significativo.
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Foram observadas diferencas significativas no didmetro da flor para os genotipos
estudados, tipo de vaso e sombreamento (Tabela 13). Em relacdo ao numero de flores, pode-
se observar que houve efeito significativo para o genotipo, tipo de vaso e sombreamento
(Tabela 16).

Tabela 13 Resumo da analise de variancia do diametro da flor dos hibridos HD15-101 e

HD15-103, submetidos a 0 %. 25%, 50% e 75% de sombreamento e cultivados
em vasos de ceramica e concreto.

QUADRADO MEDIO

FV GL Diametro da flor
Gendtipo (G) 1 3412,2953***
Tipo de Vaso (TV) 1 118,2737*
Sombreamento (S) 3 215,4469 ***
GxTV 1 14,9915™
GxS 3 3,8446 ™
TV XS 3 44,9533 ™
GxTV XS 3 166,4905 ***
Residuo 192 25,8333
CV (%) 9,33

FV — fonte de variagdo; GL — grau de liberdade; * Significativo a 5% de probabilidade pelo
teste F, ™ — n&o significativo.

Observou-se que houve efeito decrescente dos parametros taxa de florescimento e pico
de florescimento a medida que aumentou o nivel de sombreamento para ambos o0s genoétipos,
porém com valores inferiores observados para o hibrido HD15-103 (Tabela 14).

O horério de abertura das flores dos dois hibridos HD15-101 e HD15-103, ocorreu

entre 9 e 10 h, permanecendo aberta por 24 h, quando entdo completavam o seu fechamento.
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O florescimento dos dois hibridos ocorreu durante os meses de outubro de 2009 e janeiro de

2010, com picos de florescimento no més de novembro.

Tabela 14 Taxa de florescimento (TF), pico de florescimento (PF) e intensidade de
florescimento (IRF%) dos hibridos HD15-101 e HD15-103

Tipo de vaso
Ceramica Concreto
Genodtipo  Sombreamento (%) TF PF IRF (%) TF PF IRF (%)
0 35 5 1,10 190 11 0,17
25 179 10 0,21 167 14 0,32
HD15-101 50 69 8 0,68 305 13 0,11
75 90 8 0,49 132 8 0,28
0 3 2 33,33 115 16 0,99
25 75 8 1,07 62 10 1,47
HD15-103 50 52 10 1,75 136 25 0,92
75 6 1 3,33 20 10 10,00

Quanto ao numero médio de flores, observou-se maior nimero de flores para o hibrido
HD15-101,cultivado em vaso de concreto, e nos niveis de sombreamento 25 % e 50 % de
sombreamento (Tabela 15).

Tabela 15 Numero médio quinzenal de flores dos genitores P. gardneri Mast, P. gibertii
N.E Brow e hibridos F; HD15

Tipo de vaso

Ceramica Concreto

Quinzena Quinzena
Gendtipo  Sombreamento (%) 12 22 3 14 28 3
0 0 17 18 71 61 58
25 1 92 86 2 74 91
HD15-101 50 6 23 40 99 117 89
75 1 49 40 0 49 83
0 0 3 0 0 52 10
25 0 47 28 3 100 12
HD15-103 50 0 41 11 9 104 23
75 0 2 4 0 16 4
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Tabela 16 Resumo da anéalise de variancia do nimero de flores dos hibridos HD15-101 e
HD15-103, submetidos a 0 %. 25 %, 50 % e 75 % de sombreamento e
cultivados em vasos de ceramica e concreto.

Quadrado Médio

FV GL Ne de flor
Gendtipo (G) 1 10150,0833***
Tipo de Vaso (TV) 1 4779,4166***
Sombreamento (S) 3 7802,9999***
GxTV 1 528,4166 ™
GxS 3 1045,3333 ™
TVXS 3 6667,4999**
GxTVXS 3 1099,5™
Residuo 32 11252,6666

FV — fonte de variacdo; GL — grau de liberdade; * Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F,
"™ _ ndo significativo.

56  DISCUSSAO

A luz é de grande importancia no desenvolvimento das plantas (RESENDE, et al.,
1998), ndo apenas por fornecer energia para a fotossintese, mas também para fornecer sinais
que regulam seu desenvolvimento, por meio de receptores de luz sensiveis a diferentes
intensidades (ATROCH et al., 2001). Neste trabalho, os dados de crescimento mostraram que
a exposicdo a pleno sol foi desfavoravel ao crescimento das mudas, sendo as condicdes de 50
% e 75 % de sombreamento as mais promissoras no estimulo do crescimento. Situacao
semelhante pdde ser observada para mudas de maracujazeiro, quando cultivadas sob
diferentes niveis sombreamento, onde o maior nivel de radiacdo luminosa (pleno sol) foi

desfavoravel para o crescimento das plantas e o maior nivel de sombreamento (80 %) foi o
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mais indicado para o crescimento das mudas (ZANELLA et al., 2006). A altura é um 6timo
pardmetro para estimar o crescimento, pois as espécies de passiflora possuem diferentes
padrdes de respostas, de acordo com sua capacidade adaptativa, as variacdes nas intensidades
de luz (MUROYA et al., 1997).

A eficiéncia do crescimento pode estar relacionada com a capacidade de adaptacéo da
plantas e as condicGes de intensidade de radiacdo luminosa do ambiente (FANTI; PEREZ,
2003). O maior crescimento em altura de plantas com o aumento do sombreamento se
justifica também pela acdo da auxina, horménio sintetizado em folhas jovens da parte aérea e
no apice dos caules (MORELLI; RUBERTI, 2000). Ainda, segundo estes autores, quando
ocorre restricdo da incidéncia de luz, a auxina é redistribuida para a epiderme e células
corticais, ocasionando o alongamento desses tecidos e, portanto, o estiolamento da planta.
Resultados contrarios ao deste trabalho foram encontrados em hibridos ornamentais de
Passiflora cultivados sob diferentes niveis de sombreamento, onde se verificou maior
crescimento em altura em ambientes mais iluminados (SANTQOS, 2008).

Houve tendéncia para um maior incremento do diametro do caule para ambos o0s
hibridos estudados, a proporcdo que se aumentou o nivel de sombreamento. Entretanto,
maiores valores de didmetro do caule foram observados quando cultivados em vasos de
concreto. O maior didmetro de caule é uma caracteristica desejavel em mudas porque garante
uma maior sustentacdo (DOUSSEAU, et al.,, 2007). Resultados semelhantes foram
encontrados em Sclerolobium paniculatum quando cultivados sob 50 % de sombreamento
(FELFILI, et al., 1999) e em Tapirira guianensi quando cultivadas sob 70 % de
sombreamento (DOUSSEAU, et al., 2007). O crescimento em diametro tem uma relacdo mais
direta com a fotossintese liquida em relagdo ao crescimento do caule, o qual depende mais dos
carboidratos acumulados e de um balango favoravel entre fotossintese liquida e respiracdo

(ATROCH, et al., 2001). Estes resultados mostram que os hibridos HD15-101 e HD103 se



97

desenvolvem melhor quando submetidos a maiores niveis de sombreamento (CHAVES;
PAIVA, 2004).

As folhas de sombra, por suas propriedades anatémicas e fisiologicas, sdo capazes de
utilizar mais eficientemente menores intensidades de luz (ATROCH et al., 2001). Observou-
se neste trabalho que os hibridos HD15-101 e HD15-103 apresentaram maior nimero de
folhas quando cultivados sob 75 % de sombreamento em vasos de ceramica, 0 aumento
crescente do nimero de folhas com a elevacdo do sombreamento, promove aumento na
superficie folia, a fim de compensar as menores taxas fotossintéticas sob condi¢bes mais
sombreadas (DOUSSEAU et al., 2007). A capacidade de uma planta em crescer rapidamente,
quando sombreada, € um importante mecanismo de aclimatacdo da espécie, 0 que constitui
uma valiosa estratégia para escapar as condicOes de baixa intensidade de luz (ATROCH et al.,
2001).

Neste trabalho, observou-se que os ambientes de 25 % e 50 % de sombreamento
favoreceram tanto o crescimento quanto o florescimento dos hibridos HD15-101 e HD15-103.
Resultados contrarios foram encontrados para outros hibridos ornamentais de Passiflora, onde
em ambiente de maior irradiancia foi observado maior nimero de flores (SANTOS, 2008).

Em relacdo aos tipos de vasos (ceramica e concreto), observou-se diferencas muito
pequenas quanto as caracteristicas morfologicas e de florescimento avaliadas, no entanto, o
incremento no florescimento foi observado para ambos o0s gendtipos quando cultivados em

vasos de concreto, resultados estes que sao corroborados por Santos (2008).
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57 CONCLUSOES

As condigdes de 25 % e 50% de sombreamento foram ideais para o crescimento dos
hibridos avaliados, comprovado pelos maiores valores de altura da planta e didmetro do caule
do ramo principal. Isto indica que menor desempenho para estes hibridos foram obtidos com
0 % (pleno sol) e 75 % de sombreamento tanto no crescimento quanto no florescimento.

A condicdo de 25 % de sombreamento proporcionou um maior namero de flores
quando comparado com 0s outros niveis de irradiancia para ambos os hibridos. Sendo,
portanto, 0 mais adequado para o cultivo destes hibridos. Ja& em relacdo aos tipos de vasos,
ndo houve diferenca significativa para o crescimento das plantas. No entanto, vasos de
concreto proporcionaram maior nimero de flores. Assim estes hibridos ornamentais de
Passiflora (HD15-101 e HD15-103) mostraram-se viaveis e promissores para o cultivo em

vasos e ambiente de sombra moderada.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

1 — A hibridagdo interespecifica entre Passiflora gardneri Mast x Passiflora gibertii N. E
BrowN foi bem sucedida, resultando em duas cultivares hibridas, Passiflora ‘Gabricla’ e
Passiflora ‘Bella’.

2 — Os marcadores moleculares RAPD e SSR mostraram-se Uteis para confirmar a ocorréncia
de fecundagéo cruzada entre Passiflora gardneri Mast x Passiflora gibertii N. E Brow.

3 — A estimativa de parametros genéticos permitiu identificar caracteristicas com alta
herdabilidade (DF, PD, CP, LP, CS, LS e DT), indice de variacdo superior a unidade e
elevada variabilidade genética, portanto metodos de melhoramento mais simples como
selecdo massal.

4 — A andlise multivariada identificou 72,2 % da variancia total, uma vez que explica
satisfatoriamente a variabilidade manifestada entre os genotipos e coeficiente aglomerativo de
0,80 indicando a estruturacédo de dois grupos.

5 — Os niveis de sombreamento 25 % e 50 % foram os mais favoraveis para o crescimento dos
hibridos HD15-101 e HD15-103 e maior numero de flores registrado sob 25 % de

sombreamento.
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