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DIVERSIDADE GENETICA EM MARACUJAZEIRO-AMARELO UTILIZANDO
MARCADORES MOLECULARES fAFLP!

RITA MARIA DEVOS GANGA? CARLOS RUGGIERQ?, ELIANA GERTRUDES DE MACEDO LEMOS?, GISELE
VENTURA GARCIA GRILI*, MICHELE MANTOVANI GONCALVES’, EDVAN ALVES CHAGAS!, ESTER WICKERT*

RESUM O —-Marcadores molecularesfAFL P foram utilizados para estimar a diversi dade genética entre 36 acessos de maracuj&amarelo (Passiflora
edulisf. flavicarpa Deg.) coletados em 18 estados do Brasil. Os resultados obtidos permitiram concluir que os marcadores fAFLP se mostraram
consistentes na avaliagdo da variabilidade genética, detectando e quantificando a ampla divergéncia genética entre os 36 acessos analisados, bem
como a ndo-formacdo de estruturagdo geogréfica. Tais resultados podem auxiliar na definicdo de estratégias mais eficientes a serem utilizadas em
programas de mel horamento de maracuj&amarelo.

Termos par al ndexacdo: maracuja, Passiflora edulisf. flavicarpa Deg., variabilidade genética.

GENETIC DIVERSITY IN YELLOW PASSION FRUIT UTILIZING fAFLP MOLECULAR MARKERS

ABSTRACT —fAFLP moleculars markerswere utilized to estimate genetic diversity among 36 yellow passion fruit accessions (Passiflora edulisf.
flavicarpa Deg.) collected in 18 Brazilian states. The obtained results led to the conclusion that the fAFL P markers were consistent regarded to the
evaluation of genetic variability, detecting and quantifying the ample genetic divergence among the 36 analysed accessions, as well as to the no
geografhic structural formation. Such results can be useful to the definition of more efficient strategiesto be applied in breeding programmes of yellow

passion fruit.

Index Ter ms; passion fruit, Passiflora edulisf. flavicarpa Deg., genetic variability.

INTRODUCAO

Os maracujazeiros pertencem a familia Passifloraceae e ao
género Passiflora, reunindo mais de 500 espécies distribuidas pelos
tropicos, principalmente no Brasil, centro de origem de pelo menos 1/3
das espécies. Maior produtor mundial dafruta, o Brasil tem cercade 35
mil hectares de area cultivada e produgdo superior a 317 mil toneladas
por ano, das quais somente as regides Nordeste e Sudeste respondem
por 80% do total. Bahia, S&0 Paul 0 e Sergipe destacam-se entre os estados,
somando mais de 50% da producdo no Pais (Agrianual, 2002). Oscultivos
comerciaisbaseiam-seem Passiflora edulisf. flavicarpa Deg., o maracuja
amarelo, representando 95% dos pomares devido & qualidade de seus
frutos, vigor, produtividade e rendimento em suco (Meletti, 1998).

O Brasil, por ser centro de origem do maracuja, possui ampla
variabilidade genética, que € o ponto de partida paraqual quer programa
de melhoramento genético de uma espécie, e cuja caracterizagéo e
avaliacdo sé@o ferramentas indispensaveis aos trabalhos de
fitomelhoramento, pois sdo responsaveis pelo desenvolvimento
sustentével daagriculturaedaagroindlstria. A pesguisasobre aespécie
éincipiente, eagrande maioriarefere-se a0 manejo dacultura. Estudos
de melhoramento genético normal mente visam ao desenvolvimento de
materiai s superiores, principal mente com relagdo acaracteresdeinteresse
agronémico e tendem a utilizar a hibridagcdo intra-especifica para a
transferénciade genes deinteresse (Bruckner, 1997).

A técnica AFLP tem muitas vantagens para estudos
sisteméticos; ela é reproduzivel, rpida e confiavel, além de haver um
ndmero ilimitado de marcadores (Kardoluset d ., 1998). Tem sido usada
em estudos sobre bactéria (Janssen et al., 1997), fungos (Mueller &
Wolfenbarger, 1999) e plantas (Sanchez et al., 1999 e Kardolus et al.,
1998). Com o desenvolvimento dessas ferramentas para as andlises
genéticasanivel molecular, como osAFL Ps, tornou-se possivel examinar
em mai ores detalhes a origem evolucion&riadosgenomasvegetais, assim
como acessar o grau de variabilidade genética relatado em grupos de
plantas. Por exemplo, estudos tém sido conduzidos em Manihot
esculenta Crantz (Sanchez et al., 1999; Colombo et al., 2000), Humulus
lupulus (JakSeet d ., 2001), Nicotiana sp. (Ren & Timko, 2001) egirassol
(Hongtrakul et a., 1997), entre outros, produzindo significativo avanco

nas relagdes filogenéticas e no grau de diversidade genética entre
individuos e popul agdes. Em maracuj4, adiversidadegenéticafoi avaliada
por Vianaet al. (2003a) utilizando marcadoresRAPD.

Este trabalho teve por objetivo a utilizacdo de marcadores
molecularesfAFL P (técnicaAFLP com autilizagdo deiniciadores com
corantesfluorescentes) paraestimar adiversidade genéticaentre acessos
demaracuj&amarel o coletados em 18 estados do Brasil.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Bioguimicade
Microorganismos e Plantas do Departamento de Tecnol ogiada Facul dade
de Ciéncias Agrérias e Veterinarias (FCAV/UNESP), Campus de
Jaboticabal, Sdo Paulo. Sementes ou mudas de 36 acessos de
maracujazeiro-amarelo foram obtidas em 18 estados do Brasil (Tabela
01), plantadas e mantidas em casa de vegetacdo até a coleta de folhas
paraaextracdo do DNA.

O DNA foi extraido usando a gumas modificagcdes do método
deDoyle& Doyle(1991). 750i L detampéo deextracéio CTAB (751 L de
TrissHCI 1M pH 7,5; 210i L deNaCl 5M; 30i L deEDTA 0,5M pH 8,0;
mercaptoetanol 0,5%, CTAB 1%, 427,75 L deégua) foram adicionadosa
0,10-0,14g defolhasjovens previamente maceradas em nitrogénio liquido.
Apb6s30min deincubagdo a65°C, adicionaram-se450i L decloroférmio/
acool isoamilico (24:1), centrifugando a 17.000xg por 15min. O
sobrenadante foi transferido para um novo tubo, com 2/3 do volume de
isopropanol gelado, permanecendo a-20°C por 2h ou durante a hoite.
Seguiu-se centrifugacdo a17.000xg, 4°C por 15min, o sobrenadante foi
descartado, adicionou-se 1ImL de etanol 76%, centrifugou-sea17.000xg,
4°C por 5min e o sobrenadante foi descartado. Ao precipitado,
adicionaram-2200i L detamp& TE (10mM TrisHCl pH8,0; ImM EDTA)
e2i L de RNAse (100i g/mL), incubando a 37°C por 1h. Em seguida,
adicionaram-s2200i L dedguaMilli Qfiltrada, 80i L deacetato deambnio
€ 1.000mL de etanol absoluto gelado, permanecendo a -80°C por 1h.
Depois de centrifugado a 17.000xg, 4°C por 5min, descartou-se o
sobrenadante, ressuspendendo o precipitado em 20i L de TE (10:1). A
quantificacdo do DNA foi feitaem Biofotdmetro, nos comprimentos de
ondade 260 e 280nm.
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TABELA 01 - Identificacdo dostrinta e seis acessos de maracujazeiros provenientes de dezoito Estados da Federagéo.

Amostra Descri¢io Cadigo Origem Amostra  Descricdo Cdédigo Origem
1 EC-3-0 BRA/A Brasilia, DF 19 SE SE Aracaju, SE
2 EC-3-L BRA/B Brasilia, DF 20 PR PR Londrina, PR
3 MSC BRA/C Brasilia, DF 21 Barbalha CE/A Barbalha, CE
4 Vermelhao BRA/D Brasilia, DF 22 Ipiapaba CE/B Sao Benedito, CE
5 EC-RAM BRA/E Brasilia, DF 23 AL AL Maceio, AL
6 Local PA/A Belém, PA 24 Sooretama ES/A Sooretama, ES
7 Golden PA/B Belém, PA 25 Linhares ES/B Linhares, Es
8 Selecdo EMBRAPA PA/C Belém, PA 26 Sinop MT Sinop, MT
9 IAC 273 SP/A Monte Alegre do Sul,SP 27 AC AC Rio Branco, AC
10 1AC 277 SP/B Monte Alegre do Sul,SP 28 PB PB Areia, PB
11 Rafael 1 MG/A Araguari, MG 29 Paulista 1 RR/A Boa Vista, RR
12 Rafael 2 MG/B Araguari, MG 30 Paulista 2 RR/B Boa Vista, RR
13 SC SC Urussanga, SC 31 Peroba RR/C Boa Vista, RR
14 RS RS Pelotas, RS 32 Regional RR/D Boa Vista, RR
15 Camacho MS/A Campo Grande,MS 33 Amarelo 1 RO/A Candeias do Jamari,RO
16 IAC 275 MS/B Dourados, MS 34 Amarelo 2 RO/B Candeias do Jamari,RO
17 AFRUVEC SP/C Vera Cruz, SP 35 Bananal 1 ES/C Bananal, ES
18 CNPMF BA Cruz das Almas,BA 36 Bananal 2 ES/D Bananal, ES

A andlise com marcadoresfAFLPfoi realizadade acordo como
AFLP*“Pant Mapping Protocol” daApplied Biosystems(1997). Digestéo:
O DNA foi digerido utilizando-se da seguinte reacdo: a500ng de DNA
(10i L), adicionaram-se 1,251 L detamp&o React 1 (500mM Tris-HCI pH
8,0; 100mM MgCl,), 5U de EcoRlI (0,51 L) e 1,5U deMsel (0,3i L). A
reacdo foi incubada por 14h a 37°C e, apds esse periodo, as enzimas
foraminativadasa65°C por 10min. Ligacdo dosadaptador es: retiraram-
se 3,67iL dareag&o de digestdo e acrescentaram-se 1iL de tamp&o T,
DNA ligase, 0,51L daenzimaT, DNA ligase, 0,33iL do adaptador parao
corte da Msel e 0,33iL do adaptador para o corte da EcoRI (ambos
previamente pareados a 95°C por 5min). A ligagao ocorreu por 2ha20°C
€, em seguida, aamostrafoi diluida10 vezes. Amplificagéo pré-sdletiva:
Retiraram-se 2i L da reagéo diluida preparada a partir das reacfes de
digestdo e ligacdo dos adaptadores e acrescentaram-se 0,51 L damistura
dosprimerspré-sdetivosAFLPEcoRI eMsel e7,51 L deAFLPCoreMix.
Asamostrasforam col ocadas no termaciclador com o seguinte programa:
19umciclode?2 a72°C; 2°) 20ciclosde20” a94°C, 30" a56°Ce2 a72°C;
3°) um ciclo de 30’ a 60°C. Os produtos amplificados na reagéo pré-
seletivaforam diluidos 2 vezes. Amplificacdo seletiva: retirou-se 1,51 L
dareacdo pré-seletivadiluida e acrescentaram-se 7,51 L do AFLP Core
Mix, 0,71 L do primer AXX daEcoRI marcado por fluorescénciae0,7i L
do primer CXX daMsel. Apds o preparo dasreagdes, asamostrasforam
colocadas no termociclador com o seguinte programa: 1°) 2" a94°C; 2°)
umciclode20” a94°C, 30" a66°Ce2 a72°C; 3°) umciclode20” a94°C,
30" a65°C e2 a72°C, sendo que até 0 10° passo foram marcados pela
diminuicdo em 1°C do ciclo intermediério da fase anterior até chegar a
temperaturade57°C, eorestanteigual; 11°) 21 ciclosde 20" a94°C, 30”
ab6°Ce2 a72°C; 12°) umciclode30 a60°C. Retirou-s2 1,51 L dareacdo
sletivaeadicionaram-se 1,61 L deum mix contendo 1,071 L deformamida
deionizada, 0,441 L deblue dextran €0,09i L do padrdo interno de peso
molecular GeneScan-500 [ROX] marcado por fluorescénciavermelha.
No termaciclador, desnaturou-se areagcdo a95°C por 5min. Foi aplicado
1,51 L de cada amostra num gel 5% desnaturante Long-ranger usando
como tamp&o de corridaTEB 1x. Paresde primersutilizados: AAG-CAT
(JOE) eAAG-CTG (JOE).

O programa “Paup”[4.0b10] foi utilizado para o célculo da
dissimilaridade genética entre as amostras através do Método da
Distancia, construindo o dendrograma pelo padréo de agrupamento
“Neighbor-Joining”.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Os pares de “primers’ utilizados (AAG-CAT e AAG-CTG)

revelaram umtotal de 123 marcas polimérficas (93,89%), variando entre
50 e 500pb. A dissimilaridade ou distancia genética entre as plantas

variou de 0,065 (ou 8 marcas), entre AFRUV EC e Sooretama, 20,496 (ou
61 marcas), entre|AC 273 e Sinop. A Tabela02 revelaaatadivergéncia
observadaentre as plantas de maracujazeiro-amarel o.

A andlise de agrupamento com base nas distancias genéticas
(Figura01) mostrou aformagéo de dois grupos, um composto pel osdois
acessos de Ronddnia (RO/A e RO/B) e outro composto pelos acessos
SE, deAracaju-SE, IAC 273, deMonteAlegredo Sul-SPeVermelhéo, de
Brasilia-DF, sendo que osdemai s acessos ndo se agruparam em razéo da
altadiversidade genéticaentre os mesmos. Deste modo, verifica-se que
ndo houve umaestruturacéo geogréficaem relagdo asimilaridade entre
acessos de mesmo Estado ou regido, exceto para os dois acessos
provenientes de Ronddnia, havendo entre eles uma dissimilaridade de
0,098 ou 12 marcas polimérficas. Pelofato deterem amesmaprocedéncia,
esperava-se esta proxi midade genéticaentreeles, inclusive porqueforam
coletados na mesma propriedade.

Auséncia de correlagdo entre grau de similaridade genética e
procedéncia de acessos também foi obtida por Salla et al. (2002),
estudando avariabilidade genéticade Mal pighia emarginata por RAPD
e por Yee et a. (1999), analisando diversidade entre acessos de Vigna
angulariacom RAPD eAFLP.

Elevado polimorfismo também é citado entre acessos de
Malpighia emarginata por Salla et a. (2002) através de marcadores
RAPD. Crochemore et al. (2003), em estudo de caracterizagéo
agromorfoldgica de 34 acessos de P. edulisf. flavicarpa provenientes
de 5 estados brasileiros (SP, PR, MG, ES e SC), entre outras espécies,
concluiram que limitada variabilidade foi encontrada dentro do grupo
flavicarpa. Os dados obtidos no presente estudo sugerem o 0Oposto,
sendo que tal contradicdo pode ser explicada através do efeito de
interacdo e varianciade ambiente, como o demonstrado por Vianaet a.
(2003b) parao caréter larguradefrutosem maracujazeiro-amarelo, o qual
mostrou um forte efeito deambiente. Oliveira(1980) também ndo detectou
endogamia e heterose na producéo de P. edulis f. flavicarpa Deg. e
inferiu que estes efeitos podem ndo ter se manifestado em fungdo da
grande influénciaambiental sobre esta caracteristica.

A altadiversidade apresentadatambém se explicapel o fato de
ser 0 maracuja uma espécie alégama, com presenca de um sistema
genético de auto-incompatibilidade que favorece a polini zagdo cruzada
e, conseqlientemente, o fluxo génico entre gendtipos distintos, inclusive
entre espécies, pois, segundo Bruckner (1997), existedtacompatibilidade
interespecifica em cruzamentos dentro do género Passiflora. Todos os
acessos foram obtidos via semente, amaioria de plantios comerciais, o
gue ndo exclui, portanto, a possibilidade de cruzamentos com outras
espéciescompativels. Além disso, diversosacessos provém de Programas
demelhoramento, como osdo Didtrito Federal (EC-3-0, EC-3-L, EC-RAM
eVermelhéo, que sdo hibridos, e M SC = Marilia Selegdo Cerrado), Para
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FIGURA 01 - Dendrograma de 36 acessos de P. edulisf. flavicarpa, baseado na técnica fAFLP, utilizando o padrdo de agrupamento “Neighbor-

Joining”.

(tipo Local, Golden Star e Selecdo EMBRAPA AmazoniaOriental), S&0
Paulo (IAC 273, 1AC 277, 1AC 275 coletado no Mato Grosso do Sul e
AFRUVEC), Minas Gerais (Rafael 1 e Rafael 2) eRoraima(Paulistale
Paulista 2), indicando que sdo materiais ja submetidos a cruzamentos
dirigidos e/ou a processos intensos de selecéo.

Outro fator consideravel no tocante a diversidade refere-se ao
transito de material pelo Pais e suarelagdo com a obtencéo de sementes
para os plantios comerciais. Sabe-se que o produtor de maracuja, de
modo geral, produz suas préprias mudas, com sementes colhidas de
frutos de plantios anteriores, de vizinhos ou aindaadquiridos no proprio
mercado de frutas frescas, sem nenhum controle sobre a procedéncia,
suas qualidades ou caracteristicas agrondmicas. Além disso, 0 género
Passifloratem origem naAmeéricado Sul, com o Centro-Nortedo Brasil
como o0 maior centro de distribuicdo geografica (Lopes, 1991). Esta
diversidade dos locais de coleta implica diferentes capacidades
adaptativas dos acessos analisados, 0 que é de extremo interesse para
programas de mel horamento genético visando aobtencéo de variedades
adaptadas a diferentes regiGes e/ou sistemas agricolas do Pais. A
avaliacdo da divergéncia genética possibilita selecionar combinacfes
com maiores possibilidades de complementacdo génica e recuperacéo
de gendtipos superiores has geracdes segregantes.

No agrupamento composto pel os acessos SE, Vermelhdoe|AC
273, nota-se que um subgrupo foi formado pel os doi s Ultimos; como séo
materiais oriundos de programas de mel horamento genético, é possivel
guetenham algum ancestral em comum, e queinclusive possaser o que
osdeixou maisproximosde SE. ‘ Vermelhdo’ éum hibrido entre‘ Marilia
Comum’ e Passiflora caerulea f. rubra. O acesso SE se originou de
sementes de frutos obtidos em feira livre, caracteristica de pequenos
produtores, podendo ser resultado de cruzamentos com materiais ja
cultivadosou até mesmo silvestres, pois, emboraabibliografiando relate

aocorréncianatural daformaselvagem deflavicarpa no Brasil, existem
informagdes queindicam aexisténciadestasformas em algumasregides
de Sergipe e Santa Catarina (Crochemoreet d ., 2003). Espéciessilvestres
do género Passiflora tém sido utilizadas como fonte de genes para
resisténcia a doencgas e pragas, bem como para outras caracteristicas
ausentes na espécie cultivada. Estudos biotecnol 6gicos tém sido
realizados em espécies de Passiflora e tentativas tém sido feitas para
obtencdo de hibridos com o objetivo tanto do aumento do valor
ornamental quanto da obtencdo de plantas resistentes a doengas, a
bai xas temperaturas e com caracteristicas agrondmicas superiores (Souza
eta., 2003).

A identificagdo de genitores com alta divergéncia tem sido
objetivo de muitos trabahos de melhoramento, para que, realizada a
hibridac8o, ocorra uma segregacdo tal na progénie que aumente as
possi bilidades de ocorréncia de gendti pos superiores com constitui coes
gjustadas a0 ambiente. Assim, a caracterizagdo de germoplasma €
necesséria, visando aassegurar informagdes sobre fontes de genes para
utilizacdo futura, que, além de prevenirem aperdadessesrecursos, também
sdo fundamentais para o sucesso da sua producdo agricola.

Este estudo de diversidade genética entre acessos de
maracujazeiro-amarelo (Passiflora edulis f. flavicarpa) de diversas
procedéncias do Pais permitiu a obtencdo de informacfes Uteis ao seu
manejo, pois, na literatura, ndo ha relatos sobre trabalhos que tenham
quantificado a variabilidade existente na espécie com técnicas téo
consistentes, gerando resultados precisos por ndo serem influenciados
pel o ambiente. Acredita-se que estaabordagem sejavélida, porém deve
ser adliada a0 desempenho destes materiais em condic¢Bes de cultivo,
orientando programas de melhoramento nabuscade umacultivar quese
adapte as reais necessidades dos agricultores.
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CONCLUSDES

OsmarcadoresfAFL P se mostraram consistentes naavaliagéo
davariabilidade genética, detectando e quantificando aampladivergéncia
genética entre os 36 acessos de Passiflora edulis f. flavicarpa Deg.
analisados, bem como a ndo-formagdo de estruturagdo geogréfica. Tais
resultados podem auxiliar na definicéo de estratégias mais eficientes a
serem utilizadas em programas de mel horamento de maracujaamarel o.
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