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Marcadores moleculares do DNA sdo ferramentas tteis na caracterizacao de gen6tipos de maracujd, em razdo de
apresentarem elevada quantidade de polimorfismos sem interferéncia ambiental. Objetivou-se neste trabalho estudar
a variabilidade genética de 22 plantas selecionadas de progénies de meio-irmaos de P. maliformis. Essas progénies
foram obtidas a partir de ciclos de sele¢do e recombinac¢ido do programa de melhoramento genético por selecdao
recorrente realizado na Embrapa Cerrados, Planaltina, DF. Foi realizada a caracterizagdo molecular das 22 plantas
com base em marcadores RAPD e ISSR. Foram obtidos 100 marcadores RAPD e 81 marcadores ISSR a partir dos
quais foram estimadas as dissimilaridades genéticas entre as plantas selecionadas. A matriz de dissimilaridade
genética foi empregada para realizar andlises de agrupamento por meio de dendrograma, utilizando o método
Unweighted Pair-Group Methodusing Arithmetic Avarages como critério de agrupamento e dispersdo grafica
baseada em escalas multidimensionais, usando o método das coordenadas principais. As dissimilaridades genéticas
entre as 22 plantas selecionadas variaram entre 0,15 e 0,78. Andlises de agrupamento evidenciaram uma tendéncia
de agrupamento das plantas oriundas da mesma progénie. Os marcadores RAPD e ISSR foram eficientes na
caracterizacdo das plantas selecionadas de P. maliformis e na quantificacio da variabilidade genética entre elas.
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Genetic variability of Apple Passion Fruit (Passiflora maliformis L.) progenies

using RAPD and ISSR markers. DNA molecular markers of are useful tools in the characterization of
passion fruit genotypes, due to the high number of polymorphisms without environmental interference. The objective
of this work was to study the genetic variability of 22 plants selected from half-sib progenies of P. maliformis.
These progenies were obtained from cycles of selection and recombination of the genetic breeding program by
recurrent selection performed at Embrapa Cerrados, Planaltina, DF. Molecular characterization of the 22 selected
plants was performed using RAPD and ISSR markers. 100 RAPD and 81 ISSR markers were obtained and genetic
dissimilarities between the selected plants were estimated. The genetic dissimilarity matrix was used for grouping
analysis using dendrogram, using the Unweighted Pair-Group Methodusing Arithmetic Avarages method as a
grouping criterion. Graphic dispersion analysis was performed using main coordinates method. Genetic dissimilarities
among the 22 plants selected varied between 0.15 and 0.78. Grouping analyzes evidenced a grouping tendency of
plants from the same progeny. The RAPD and ISSR markers were efficient in the characterization of the selected
plants of P. Maliformis and in the genetic variability quantification.

Key words: Molecular marker, wild passion fruit, genetic diversity, recurrent selection.
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Introducao

O Brasil € um dos principais centros de distribuiciao
geografica do género Passiflora, onde ocorrem
aproximadamente 130 espécies, das quais 88 sdo
endémicas (Bernacci et al., 2005; Cervi, 2010). O Brasil
¢, atualmente, o maior produtor e consumidor mundial
do maracujd, com uma drea de 57.183 hectares e
producgdo de 823.284 toneladas, em 2014 (ABF, 2016).
O desenvolvimento da cadeia produtiva do maracuja no
Brasil ocorreu em virtude das acdes de pesquisa e
inovacao realizadas pelas empresas publicas e privadas,
muitas vezes em parceria (Faleiro et al., 2008).

Embora as pesquisas com maracujazeiros estejam
amplamente dirigidas as espécies cultivadas e,
principalmente, a P. edulis, existem varias espécies
silvestres de maracujazeiros com grande potencial
agrondmico, que nao tém recebido devida atengdo
da pesquisa. Entre estas espécies estd a Passiflora
maliformis L., também conhecida como maracuja
cabaga doce, maracujd mag¢d e maracuja de 0sso.
Esta espécie é cultivada comercialmente na
Coldmbia, onde € conhecida como cholupa ou
granadilla de piedra (Ocampo et al., 2015).

Diante do potencial econdmico e social desta espécie
de maracujazeiro silvestre, a Embrapa e parceiros
desenvolvem acdes de pesquisa e desenvolvimento
desta espécie envolvendo programas de conservagao,
caracterizagdo e uso de recursos genéticos e
melhoramento (Faleiro et al., 2013; 2015). Tais a¢des
de pesquisa tém utilizado marcadores moleculares do
DNA como ferramentas auxiliares em diferentes etapas
destes programas, desde a caracterizagdo do
germoplasma até as etapas finais de sele¢@o de plantas
melhoradas (Faleiro, 2007 e 2011; Faleiro et al., 2014).
Coque & Gallais (2006) na busca por métodos de sele¢ao
mais eficientes relataram que os marcadores
moleculares do DNA podem conferir algumas vantagens
em relagdo ao processo seletivo de plantas, com
economia de tempo e recursos financeiros, além de
garantir a existéncia da diversidade genética necessdria
para a continuidade do programa. Segundo Caixeta et
al. (2006), a técnica de RAPD (Random Amplification
of Polymorphic DNA) tem grandes vantagens em
relacdo aos outros métodos, por apresentar
simplicidade, rapidez na obtencdo de dados e custo
relativamente reduzido, além da aplicabilidade imediata
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em qualquer tipo de organismo. De forma
complementar os marcadores Inter Simple Sequence
Repeat (ISSR) sdo dominantes e valiosas ferramentas
em estudos de diversidade genética interespecifica de
maracuja (Santos et al., 2011).

A caracterizacgdo e quantificacio da variabilidade
genética acessada por meio dos marcadores
moleculares permitem estabelecer relacionamentos
genéticos entre plantas selecionadas de forma ampla
e sem interferéncia ambiental, o que é muito ttil em
programas de melhoramento de diferentes espécies,
incluindo-se o maracuja.

Objetivou-se avaliar a variabilidade genética de 22
plantas selecionadas de progénies de meio-irmaos de
P. maliformis, utilizando marcadores RAPD e ISSR.

Material e Métodos

O trabalho foi realizado no Laboratdrio de Genética
e Biologia Molecular da Embrapa Cerrados, Planaltina/
DFE. Foram analisados 22 gendtipos selecionados de
progénies de meio-irmaos do maracujazeiro silvestre
P. maliformis identificados e descritos da Tabela 1.

Tabela 1. Identificacdo das 22 plantas selecionadas de

Passiflora maliformis com informagdo da progénie, repeticdo,
plantas e seus respectivos codigos

N°do Genétipo Progénie Repeticdo  Planta* Codigo
1 P4 R3 PIS P4R3PIS
2 Pl RS PIS PIRSPIS
3 P2 R1 PIS P2R1PIS
4 P5 R2 PIS P5R2PIS
5 P2 R3 PIS P2R3PIS
6 P4 R3 PIS P4R3PIS
7 P3 R4 PIS P3R4PIS
8 P6 R4 PIS P6R4PIS
9 P3 RS PIS P3R5PIS

10 P5 R3 PIS P5R3PIS
11 P2 R2 P11 P2R2P11
12 P2 R2 P12 P2R2P12
13 P2 R2 P13 P2R2PI3
14 P2 R2 P14 P2R2P14
15 P2 R2 P15 P2R2PI5
16 P2 R2 P16 P2R2P16
17 P1 R3 Pl1 P1R3PI1
18 Pl R3 P12 PIR3PI2
19 Pl R3 P13 PIR3PI3
20 P1 R3 P14 P1R3P14
21 P1 R3 P15 PI1R3PI5
22 Pl R3 P16 PIR3PI16

*: PIS = Planta Selecionada.
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As plantas foram selecionadas a partir de progénies
meio-irmaos obtidas a partir de ciclos de selecdo e
recombinacdo do programa de melhoramento genético
por selecdo recorrente realizado na Embrapa Cerrados.

A metodologia de extracdo de DNA foi ado CTAB,
com algumas modificacdes (Faleiro et al., 2003). O
tecido vegetal fresco foi macerado com auxilio de um
bastdo de vidro e, em seguida, foram adicionados em
cada amostra, 450 iL de tampao contendo Tris-HCI
100iM (pH 8,3), CTAB 7%, EDTA 20 mM, NaCl 1,4
M. As amostras seguiram para banho-maria a 65 °C,
por 30 minutos. A desproteinizacdo foi realizada
adicionando-se 400 i L de solugao cloroférmio: dlcool
isoamilico (24:1); em seguida, as amostras foram agitadas
para a formacdo de uma emulsdo e, na sequéncia,
centrifugadas a 5.000 rpm por cinco minutos, retirando-
se, aproximadamente, 200 iL. do sobrenadante que foi
colocado em microtubos de 2 mL.

Foram adicionados ao sobrenadante 200 iL de
isopropanol gelado (5°C), invertendo-se os microtubos
para promover a precipitacdo do DNA. Em sucessao,
os tubos foram colocados a -20 °C, permanecendo
por 30 minutos e, logo apds, foram centrifugados a
7.000 rpm, por dez minutos, descartando-se o

sobrenadante. O pellet formado foi lavado, por duas
vezes, com 200 iL de etanol 70% e seco a temperatura
ambiente e ressuspendido em 100 1L de dgua Milli Q,
contendo RNAse na concentracao de 40 iL/mL.

A quantidade de DNA foi estimada por
espectrofotometria a 260 ¢m (A260), e arelagdo A, /
A, foi utilizada para avaliar a pureza e a qualidade
das amostras (sambroock et al., 1989). As amostras
de DNA de cada acesso foram diluidas para Sng/iL.
Inicialmente, foram testados 19 primers decameros
RAPD e 7 primers ISSR, dos quais foram selecionados
os que geraram maior quantidade de bandas mais
informativas e com maior qualidade de amplifica¢ao
(Tabela 2).

As reagdes de amplificacdo para a obtengdo de
marcadores RAPD foram efetuadas em um volume
total de 13 1L, sendo: 6,29 1L de 4gua Milli Q, 1,31 L
de tampdo 1x (Invitrogen), 0,78 il de MgCl,50mM;
0,13 iL dos desoxiribonucleotidios (dATP, dTTP, dGTP
e dCTP) 101M; 1,3 iL de um iniciador-primer 2 iM;
0,2 1L da enzima 7aq DNA polimerase (1 unidade) e
3iL de DNA (15 ¢g).

As reagdes de amplificacdo para o ISSR foram
efetuadas em um volume total de 131L, sendo: 4,9 iL

Tabela 2. Primers testados e utilizados para obtengdo dos marcadores RAPD e ISSR de 22 plantas selecionadas de Passiflora
maliformis, e respectivos nimeros de bandas utilizadas nas andlises (BP). Embrapa Cerrados, Planaltina, DF, 2016

Primer RAPD Sequéncia5’ 3’ Bandas Primer ISSR Sequéncia 5° —3’ Bandas
1 - OPD-04 TCTGGTGAGG *5 - TriAGC3’RC AGCAGCAGCAGCAGC 21
*2 - OPD-07 TTGGCACGGG 11 * 6 - TriAGG3’RC AGGAGGAGGAGGAGG 13
*3 - OPD-08 GTGTGCCCCA 20 *7 - TriCAG3’RC CAGCAGCAGCAGCAG 12
4 - OPD-10 GGTCTACACC * 8 - DIGAS’C CGAGAGAGAGAGAGA 14
5 - OPD-16 AGGGCGTAAG 13 - DIGA3’C GAGAGAGAGAGAGAG
6 - OPE-16 GGTGACTGTG 14 - DIGAS’CY AGAGAGAGAGAGAGA
*7 - OPE-18 GGACTGCAGA 06 *15 - DIGTS’CY GTGTGTGTGTGTGTGT 21
* 8 - OPE-20 AACGGTGACC 13
9 - OPF-01 ACGGATCCTG
10 - OPF-14 TGCTGCAGGT
11 - OPF-17 AACCCGGGAA
12 - OPG-01 CTACGGAGGA
*13 - OPG-05 CTGAGACGGA 03
*14 - OPG-08 TCACGTCCAC 05
15 - OPG-17 ACGACCGACA
*16 - OPH-04 GGAAGTCGCC 29
*17 - OPH-12 ACGCGCATGT 13
18 - OPH-16 TCTCAGCTGG
19 - OPH-17 CACTCTCCTC
Total 100 Total 81

*Primers selecionados
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de dgua Milli Q, 1,3 iL de tampdo, 0,39iL de
MgCl1,50mM; 0,26i1L dos desoxiribonucleotidios
(dATP, dTTP, dGTP e dCTP) 10 iM; 1,95iL de um
iniciador 2 iM; 0,2 iL.da enzima Tag DNA polimerase
(1 unidade) e 3 iL. de DNA (15 ng).

As amplificacdes para obtencdo de marcadores
RAPD foram efetuadas em termociclador programado
para 40 ciclos, cada um composto pela seguinte
sequéncia: 15sa 94 °C,30sa35°Ce90 sa72°C.
Concluidos os 40 ciclos, foi realizada uma etapa de
extensdo final de seis minutos a 72 °C, e finalmente, a
temperatura foi reduzida para 4 °C. Para ISSR foram
realizadas em termociclador, no qual as amostras foram
inicialmente, desnaturadas a 94 °C por 2 min, seguidos de
37 ciclos, iniciando-se com 15 segundos a 94 °C; em
seguida 30 segundos a 47 °C e posteriormente 72 °C por
1 minuto; ao final de todos os ciclos o processo foi
finalizado por 7 minutos a 72 °C e resfriado a 4 °C.

Ap6s a amplificacdo, foram adicionados, a cada
amostra, 3 il de uma mistura de azul de bromofenol
(0,25%) e glicerol (60%) em dgua. Essas amostras foram
aplicadas em gel de agarose (1,2%), corado com brometo
de etidio, submerso em tampao TBE (Tris-Borato 90 mM,
EDTA 1 mM). A separagdo eletroforética foi de,
aproximadamente, quatro horas, a 90 volts. Ao término
da corrida, os géis foram fotografados sob luz ultravioleta.

Os marcadores RAPD e ISSR gerados foram
convertidos em uma matriz de dados bindrios, a partir
da qual foi estimada a dissimilaridade genética entre
os diferentes gendtipos, com base no complemento do
coeficiente de similaridade de Nei e Li (Nei e Li, 1979),
utilizando o Programa Genes (Cruz, 2007). A
similaridade genética (SG) foi dada por:

Sgij =2Nij/(Ni+ Nj), onde:

Nij é o nimero de bandas presentes em ambos os
gendtiposie j; Nie Nj € o nimero de bandas presentes
no genotipoi e j, respectivamente; e, subtraido o valor
de SG da unidade (1 - SG), foi obtida a dissimilaridade
genética.

A matriz de dissimilaridade genética foi empregada
para realizar andlises de agrupamento por meio de
dendrograma, utilizando o método do UPGMA
(Unweighted pair group method arithmetic
average) (Sneath e Sokal, 1973), e a dispersdo gréfica
baseada em escalas multidimensionais, usando o
método das coordenadas principais, com auxilio do
Programa SAS (SAS Institute Inc., 2008) e Statistica
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(STATSOFT Inc., 2007). Foi realizada a analise
descritiva das estimativas de distdncias genéticas obtidas
com base nos marcadores RAPD e ISSR (valores
minimo e maximo, média e o coeficiente de variacio),
com o auxilio do programa Genes (Cruz, 2007).

Resultados e Discussao

A andlise das 22 plantas de Passiflora maliformis,
por meio do uso dos oito primers decdmeros, gerou um
total de 103 marcadores RAPD, totalizando uma média
de 12,87 marcadores por primer. As distancias genéticas
entre as 22 plantas avaliadas variaram entre 0,11 e 0,74.
A menor distancia (0,11) foi observada entre as plantas
18 (P1R3PI12) e 20 (P1R3P14), ou seja, plantas da mesma
progénie e repeticdo. A maior distancia (0,74) foi
observada entre as plantas 09 (P3RS5PIS) e 22
(P1R3PI16). A maior proximidade genética entre as
plantas 18 e 20 ja era esperada, considerando que tem
origem comum na mesma progénie. A maior distancia
obtida entre as plantas 09 e 22 de diferentes progénies,
evidenciam a relacdo dos marcadores moleculares com
a genealogia dos genétipos analisados.

Com base na andlise da técnica molecular ISSR
foram obtidos 82 marcadores com os cinco primers
decameros, perfazendo uma média de 16,4 marcadores
por primer. As distancias genéticas entre os 22 acessos
avaliados variaram entre 0,15 e 0,78. As menores
distancias genéticas, de 0,15, foram observadas entre
plantas de diferentes progénies como a 08 (P6R4PIS)
e 09 (P3R5PIS), 10 (PSR3PIS) e 14 (P2R2P14). A maior
distancia (0,78) foi observada entre os acessos 12
(P2R2P12) e 18 (P1R3PI2).

Bellon et al. (2009), estudando a variabilidade genética
de acessos obtidos de populacdo silvestres de
maracujazeiro-doce com base em marcadores RAPD,
encontraram distancias entre os acessos que variaram entre
0,096 e 0,324. Esta amplitude de distancias foi menor que
a verificada no presente trabalho, evidenciando a ampla
base genética das plantas analisadas, que segundo o
pesquisador Nilton Junqueira, 2016 (comunicagao pessoal)’
tiveram na base de cruzamentos, acessos de P. maliformis
originados de Roraima, Rondonia e Sdo Paulo, justificando
assim, as distancias apresentadas pelas progénies avaliadas.

'Informacdo fornecida por JUNQUEIRA, N.T.V. pesquisador em
fruticultura tropical na Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria
(Embrapa) Planaltina, DF, Embrapa Cerrados, 2016.
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Pela andlise de agrupamento e dispersdo grafica
obtida com base nos marcadores RAPD (Figura 1)
observou-se a formagdo de grupos de similaridade
contendo plantas de diferentes progénies. Este fato
evidencia que existe um inter-relacionamento genético
entre as progénies analisadas. Considerando que as
progénies analisadas foram obtidas a partir de matrizes
selecionadas ao longo de ciclos de selecdo e
recombinacdo, € de se esperar esse inter-
relacionamento.
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Bellon et al. (2007), estudando a variabilidade
genética de acessos silvestres e comerciais de
Passiflora edulis Sims com base em marcadores
RAPD, encontraram 7 grupos de similaridade genética
com uma tendéncia de agrupamento entre aqueles
acessos que eram procedentes da mesma regido
geogréfica. No caso das progénies de P. maliformis
analisadas no presente trabalho, ndo ha vinculo de
origem geografica, uma vez que os acessos de
diferentes regides foram intercruzados no inicio do
programa de melhoramento em 2002.
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Figura 1. Andlise de agrupamento e dispersdo grafica de 22 acessos de P. maliformis com base na matriz de dissimilaridade genética
calculada utilizando-se 103 marcadores RAPD. O método do UPGMA foi utilizado como critério de agrupamento. O método das
coordenadas principais foi utilizado na andlise de dispersdo gréfica. O valor do coeficiente de correlacio cofenética (r) € de 0,85. Os
nimeros correspondem aos acessos. Embrapa Cerrados, Planaltina, DF, 2016.
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Figura 2. Andlise de agrupamento e dispersao grafica de 22 acessos de Passiflora maliformis, com base na matriz de dissimilaridade
genética calculada utilizando-se 82 marcadores ISSR. O método do UPGMA foi utilizado como critério de agrupamento. O método das

coordenadas principais foi utilizado na andlise de dispersdo grafica. O valor do coeficiente de correlacdo cofenética (r) foi de 0,86.
Embrapa Cerrados, Planaltina, DF, 2015.
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Em relacdo as andlises de agrupamento e dispersao
grafica com base nos marcadores ISSR (Figura 2),
também houve a formagao de grupos de similaridade
com plantas de diferentes progénies.

Os marcadores moleculares foram muito tteis neste
trabalho, pois, auxiliaram o processo de selecdo das
progénies que se tornardo matrizes na proxima etapa
do programa de melhoramento da espécie P.
maliformis. A selecdo foi realizada com base na
divergéncia evidenciada pelas duas técnicas de
marcadores utilizadas e também com base nas
avaliagdes agrondmicas realizadas.

Um fato importante evidenciado nas andlises de
agrupamentos com base nos marcadores RAPD e ISSR
€ uma tendéncia das plantas selecionadas (PIS) ficarem
mais préximas entre si. Este fato ilustra que o processo
de selec@o pode levar a uma reducdo da variabilidade
genética das plantas selecionadas, possivelmente porque
hd uma sele¢@o de gendtipos com maior concentragao
de genes favoraveis. Considerando que a espécie P.
maliformis € alégama e autoincompativel, € importante
que a reducdo da variabilidade genética das plantas
selecionadas ndo impacte negativamente no processo
de vingamento dos frutos e consequentemente na
produtividade do pomar. A valida¢do das populacdes
em condi¢des comerciais € de suma importancia para o
processo de desenvolvimento e recomendacdo de
cultivares geneticamente melhorada.

Conclusao

Marcadores moleculares RAPD e ISSR
evidenciam a variabilidade genética das plantas e
progénies de P. maliformis analisadas e uma tendéncia
de agrupamento ou uma tendéncia de estreitamento
da base genética das plantas selecionadas ao longo do
programa de melhoramento genético. Esta tendéncia
deve ser considerada pelos melhoristas no
desenvolvimento de novas cultivares dessa espécie,
considerando o seu modo de reproduc¢do envolvendo
a alogamia e autoincompatibilidade.
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