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DIVERSIDADE GENETICA EM MARACUJA AMARELO UTILIZANDO
MARCADORES MOLECULARES fAFLP

RESUMO - Os maracujazeiros pertencem a familia Passifloraceae e ao género
Passiflora, reunindo mais de 500 espécies distribuidas pelos trépicos, principalmente no
Brasil, centro de origem de pelo menos um terco das espécies, 0 que determina uma
grande variabilidade genética. Como maior produtor mundial da fruta, o Brasil tem cerca
de 35 mil hectares de area colhida e producao superior a 317 mil toneladas por ano, no
qual Bahia, Sado Paulo e Sergipe respondem por mais de 50% da producg&o no Pais. A
avaliacdo da variabilidade presente € indispensavel aos trabalhos de melhoramento
genético, cuja caracterizacdo molecular pode fornecer a base para estudos de
diversidade, pautando-se na composicdo genética sem influéncia do ambiente.
Marcadores moleculares fAFLP foram utilizados para estimar a diversidade genética
entre 36 acessos de maracuja amarelo (Passiflora edulis f. flavicarpa Deg.) coletados
em 18 estados do Brasil. Os resultados obtidos permitiram concluir que os marcadores
fAFLP se mostraram consistentes na verificacdo da variabilidade genética, detectando e
guantificando a ampla divergéncia genética entre os 36 acessos de Passiflora edulis f.
flavicarpa Deg. analisados, bem como a néo formacgéo de estruturacdo geogréfica. Tais
resultados podem auxiliar na definicdo de estratégias mais eficientes a serem utilizadas

em programas de melhoramento genético de maracujazeiro amarelo.

Palavras-Chave: fAFLP, marcadores moleculares, Passiflora edulis f flavicarpa Deg.,

variabilidade genética



GENETIC DIVERSITY IN YELLOW PASSION FRUIT UTILIZING fAFLP MOLECULAR
MARKERS

SUMMARY - Passion fruit trees belong to the Passionfloraceae family and to the
Passiflora genus, gathering more than 500 species distributed over the tropics, mainly in
Brazil, source of at least one third of the species, what determines a great genetic
variability. As the world’s biggest producing country, Brazil has around 35 thousand
hectares of harvest area, and a production superior to 317 thousand tons per year ¥
from which Bahia, Sdo Paulo and Sergipe are responsible for more than 50%. The
assessment of the variability is essential to genetic breeding works, whose molecular
characterization can provide us with the basis for studies on diversity, taking into
account the genetic composition without environmental influence. fAFLP molecular
markers were utilized to estimate genetic diversity among 36 yellow passion fruit
accessions (assiflora edulis f. flavicarpa Deg.) colleted in 18 Brazilian states. The
obtained results led to the conclusion that the fAFLP markers were consistent regarding
to the evaluation of genetic variability, detecting and quantifying the ample genetic
divergence among the 36 analyzed accessions, as well as to the no geographic
structural formation. Such results can be useful to the definition of more efficient

strategies to be applied in genetic breeding programs of yellow passion fruit tree.

Keywords: fAFLP, molecular markers, Passiflora edulis f flavicarpa Deg., genetic

variability
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1. INTRODUCAO

Os maracujazeiros pertencem a familia Passifloraceae e ao género Passiflora,
reunindo mais de 500 espécies distribuidas pelos trépicos, a maioria na América tropical
e principalmente no Brasil, centro de origem de pelo menos um terco das espécies, 0
que determina uma grande variabilidade genética.

O Brasil, maior produtor mundial da fruta (MELETTI, 1998), tem cerca de 35 mil
hectares de area colhida e producao superior a 317 mil toneladas por ano, sendo que
as regides Nordeste e Sudeste respondem por 80% do total. Bahia, Sdo Paulo e
Sergipe destacam-se entre os estados, somando mais de 50% da producdo no Pais
(AGRIANUAL, 2002). Os cultivos comerciais baseiam-se na espécie Passiflora edulis f.
flavicarpa Deg., 0 maracujd amarelo ou azedo, que representa 95% dos pomares
devido a qualidade de seus frutos, vigor, produtividade e rendimento em suco
(MELETTI, 1998).

Embora no Brasil o maracujazeiro sejJa uma das principais fruteiras cultivadas e
apresente a maior producdo mundial, o melhoramento genético da espécie é incipiente
e observa-se baixa produtividade dos pomares. A falta de variedades que associem alta
produtividade, qualidade e homogeneidade dos frutos e tolerancia ou resisténcia
genética as principais doencgas da cultura tem sido limitante para elevar a qualidade e a
produtividade dos pomares brasileiros. Pontos fundamentais como tamanho de frutos,
variacbes na coloracdo e rendimento em suco poderiam ser melhor fixados em
programas de melhoramento genético (RUGGIERO & OLIVEIRA, 1998a), com cada
regido produtora desenvolvendo suas variedades de maracuja amarelo, satisfazendo as
exigéncias do consumidor, da industria e dos produtores (RUGGIERO & OLIVEIRA
1998b).

Por ser centro de origem do maracuja, o Brasil possui 0 ponto de partida para
qualquer programa de melhoramento genético de uma espécie, a ampla variabilidade
genética. Sua manipulacdo por meio de métodos adequados pode levar, seguramente,

a obtencdo de gendtipos superiores, com relacdo as caracteristicas agrondmicas de
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interesse. Essa variabilidade tem na sua caracterizagdo e avaliagdo ferramentas
indispensaveis aos trabalhos de fitomelhoramento, pois se constituem na parte
essencial da biodiversidade, e sdo responsaveis pelo desenvolvimento sustentavel da
agricultura e da agroindustria. O aproveitamento dos recursos genéticos pressupde uma
série de observacbes biolégicas e agronébmicas na variabilidade existente, e, uma vez
gue 0 maracuja apresenta grande numero de espécies e variedades brasileiras, €
imprescindivel manter esse patrimdnio para utilizacdo agronémica, conservagdo da
base genética e intercambio de germoplasma.

Neste aspecto, a caracterizacdo molecular pode fornecer a base para estudos de
diversidade, pois se apoia invariavelmente na composicdo genética do organismo
estudado, permitindo sua caracterizagdo precoce sem influéncia do ambiente. A técnica
AFLP tem muitas vantagens para estudos sistematicos; ela é reproduzivel, rapida e
confiavel, além de haver um numero ilimitado de marcadores (KARDOLUS et al., 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 de tais ferramentas para as analises genéticas a nivel
molecular, como os AFLPs, tornou-se possivel examinar em maiores detalhes a origem
evolucionaria dos genomas vegetais, assim como acessar 0 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 (JAKSE et al., 1996), Nicotiana tabacum (REN & TIMKO, 2001) e Helianthus
annuus (HONGTRAKUL et al., 1997), entre outros, produzindo significativo avango nas
relacdes filogenéticas e no grau de diversidade genética entre individuos e populacdes.

Este trabalho teve por objetivo a utilizacdo de marcadores moleculares fAFLP
para estimar a diversidade genética entre acessos de maracuja amarelo coletados em
dezoito estados do Brasil, averiguando a existéncia de estruturacdo geografica entre os

mesmos.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Importancia Econémica

A grande producao brasileira de frutas que coloca o pais como um dos primeiros
produtores mundiais esta baseada em cerca de vinte espécies, das quais a maioria sdo
exoticas, isto €, ndo nativas no Brasil. Entre as espécies nativas que tém producao
importante estdo o abacaxi, o cacau, 0 caju, a castanha, 0 mamao e 0 maracuja
(DONADIO, 1998).

Brasil, Peru, Venezuela, Africa do Sul, Sri Lanka, Australia, Nova Guiné, llhas Fiji,
Havai, Formosa e Quénia respondem por 80 a 90% da producdo mundial de maracuja,
embora nem todos cultivem a mesma espécie (REITER & HEIDEN, 1998). O Brasil se
destaca como o primeiro produtor mundial da fruta, com producé&o de 317.146 toneladas
e 35.637 hectares cultivados. A producao brasileira concentrase nas regides Nordeste
(43,2%) e Sudeste (36,6%), na qual Bahia e Sdo Paulo destacam-se como 0s maiores
produtores, com producao superior a 126.200 toneladas. Sergipe, Para, Minas Gerais e
Ceara também tém importante contribuicdo (AGRIANUAL, 2002).

Muitas espécies de Passiflora sdo cultivadas pelas suas propriedades
alimenticias, ornamentais e medicinais, mas principalmente pela qualidade de seus
frutos. O valor ornamental é conferido pelas belas flores que a planta produz, exercendo
atracdo pelo tamanho, exuberancia de cores e originalidade de formas. Os frutos, além
de consumidos in natura, sdo usados para fazer sucos, doces, refrescos e sorvetes. O
uso medicinal, bastante difundido, baseia-se nas propriedades calmantes da
Passiflorina, um sedativo natural encontrado nos frutos e nas folhas (SOUZA &
MELETTI, 1997). Segundo OLIVEIRA (1987), a planta tem outras propriedades
medicinais: é utilizado como vermifugo e febrifugo, além de possuir efeitos diuréticos,
antiblenorragicos, hipnoticos e abortivos para o gado.

No Brasil, as espécies de maior expressdao comercial sdo Passiflora edulis f.

flavicarpa Deg. (maracuja amarelo ou azedo), Passiflora edulis (maracuja roxo) e
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Passiflora alata (maracuja doce) (SOUZA & MELETTI, 1997), embora o maracuja
amarelo seja 0 mais cultivado por apresentar caracteristicas agrondémicas desejaveis,
como maior produtividade, vigor e rendimento em suco, menor sensibilidade a certas
moléstias e suco mais acido, o0 que permite espaco importante tanto no mercado de
frutas frescas como na industria processadora de suco (MEDINA, 1980; LEITE et al.,
1994).

O consumo de maracuja no Pais esta mais voltado para fruta in natura, fazendo
com que o volume de fruta fresca produzido para comercializacdo seja praticamente
destinado ao mercado interno, enquanto que do volume de frutas processadas,
principalmente na forma de suco, apenas menos da metade € consumido internamente
(BLISKA et al., 1994). De acordo com RUGGIERO?, o mercado de fruta fresca consome
cerca de 50% de toda producdo nacional, sendo que o restante destina-se a industria
de suco que o exporta em forma concentrada ou o comercializa no Brasil como suco
integral ou néctar. O suco de maracuja € um dos principais produtos classificados como
exoticos e que estdo aumentando de importancia devido a grande expansdo de
consumo surgida na Europa e nos Estados Unidos (LEITE et al., 1994). Estimativas da
FAO indicam que o nicho de mercado dos sucos concentrados tropicais, no qual se
inclui o do maracuja, estad em grande crescimento, representando um movimento anual
da ordem de US$ 1 bilhdo (AGRIANUAL, 2000).

No Estado de Séao Paulo, pela proximidade aos grandes centros consumidores, o
principal mercado para o maracuja € o da fruta in natura, que garante ao produtor
precos médios superiores a 100% para os frutos de boa qualidade, em relacdo ao preco
daqueles destinados a industria (RIZZI et al.,, 1998). Ressalta-se que é uma cultura
tipica de pequena escala, grande absorvedora de mao-de-obra e potencial geradora de
divisas com a exportacdo de seu suco, constituindo-se em importante alternativa de

desenvolvimento para diferentes regides brasileiras (AGRIANUAL, 2000).

! ‘RUGGIERO, C. (Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, UNESP. Campus de Jaboticabal)
Comunicagédo Pessoal, 2003.’
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2.2 Origem e Botéanica

Os maracujazeiros pertencem a ordem Passiflorales, familia Passifloraceae, que
apresenta 18 géneros com mais de 580 espécies, distribuidas essencialmente nas
regibes tropicais, ocorrendo nas Américas, Asia, Oeste da India, Australia, Africa,
Filipinas, llhas do Pacifico Sul e Galapagos, sendo que 95% sdo predominantes da
América do Sul (VANDERPLANK, 1991). Segundo SACCO (1980) e CERVI (1986), a
familia € representada no Brasil por quatro géneros: Passiflora (ocorréncia em todo o
pais), Dilkea (Amazonas e Para), Mitostemma (Mato Grosso, Rio de Janeiro e Rio
Grande do Sul) e Tetrastylis (Bahia, Minas Gerais e Rio Grande do Sul). Entretanto,
para OLIVEIRA (1987) e LEITAO Filho & ARANHA (1974), apenas os dois primeiros
géneros representam esta familia no pais. Dentro da familia, o género Passiflora é
considerado o mais representativo BENSON et al., 1975), e segundo LOPES (1991),
seu maior centro de distribuicdo geografica localiza-se no Centro-Norte do Brasil.
Assim, existe uma ampla variabilidade genética a ser conhecida, protegida e
convenientemente manuseada (SOUZA & MELETTI, 1997).

O género Passiflora compreende trepadeiras herbaceas ou lenhosas, podendo
apresentar-se como ervas e arbustos de hastes cilindricas ou quadrangulares,
angulosas, suberificadas, glabras ou pilosas. Seus representantes apresentam as
caracteristicas da familia e diferem dos outros géneros pela presenca de 5 estames, 5
pétalas e 5 sépalas, pelo ginandréforo ereto com estames de extremidades livres e com
3 estigmas (TEIXEIRA, 1994). As folhas sdo alternas, raramente opostas, inteiras,
lobadas ou partidas; as flores sdo grandes, bonitas, axilares, hermafroditas, muito
raramente unissexuais (LEITAO Filho & ARANHA, 1974). MANICA (1981) relata que
este género apresenta na axila de cada folha, além de uma gavinha, uma gema florifera
e uma gema vegetativa.

A espécie Passiflora edulis f. flavicarpa Deg. (maracujd amarelo) é a mais
cultivada no Brasil (MELETTI, 1998). Entretanto, apresentam expressao comercial
também as espécies Passiflora edulis (maracuja roxo) e Passiflora alata (maracuja
doce) (SOUZA & MELETTI, 1997). SALOMAO & ANDRADE (1987) mencionam que
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também séo cultivadas, embora em escala bem inferior, P. quadrangularis (maracuja-
meldo), P. caerulea (maracuja-de-cobra) e P. laurifolia (maracuja-laranja), e mais
esporadicamente, P. ligularis (maracuja-urucu), P. maliformis (maracujagrande), P.
raddiana (maracuja-mirim) e P. capsularis (maracuja-vermelho-das-Antilhas).

Os estudos taxondmicos em Passiflora baseiam-se na caracterizacdo
morfologica e agrondmica da planta, levando a uma classificagdo nitida até o taxon
espécie. Porém, dentro das espécies, as dissimilaridades existentes apresentam
maiores dificuldades para serem observadas e caracterizadas. Normalmente, em P.
edulis, a caracterizacdo esta relacionada ao fruto e a algumas caracteristicas
pomoldgicas, tais como producédo por safra, peso e tamanho do fruto, rendimento, brix e
acidez do suco, sendo que estes caracteres quantitativos ndo séo precisos sob o plano
taxonémico (CROCHEMORE et al., 2003).

De acordo com a classificacdo botanica atual, o maracuja amarelo € considerado
uma variedade do maracujd roxo, 0 que tem gerado -controvérsias. Alguns
pesquisadores salientaram o alto grau de diversidade do maracuja amarelo em relacao
ao roxo, podendo vir a ser redefinido taxonomicamente (CASSIANO, 1998).

2.3 Marcadores Moleculares

Nos ultimos dez anos, técnicas que permitem fazer a distingdo diretamente ao
nivel de DNA tém permitido acessar a variabilidade genética dentro do “pool” génico de
espécies cultivadas, assim como identificar a diversidade disponivel em bancos de
germoplasma (SALLA et al., 2002).

Diversas técnicas de biologia molecular estdo hoje disponiveis para a deteccao
de variabilidade genética em sequéncia de DNA, ou seja, para a deteccdo de
polimorfismo genético. Estas técnicas permitem a obtencdo de um ndmero virtualmente
ilimitado de marcadores moleculares cobrindo todo o genoma do organismo. Tais
marcadores podem ser utilizados para as mais diversas aplicacfes, tanto no estudo de

genética como na pratica de melhoramento de plantas, caracterizando o gendtipo a
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partir de amostras de células ou de tecidos, em qualquer estadio de desenvolvimento
da planta, desde que suficiente quantidade de DNA possa ser obtida (FERREIRA &
GRATTAPAGLIA, 1998).

Uma forma de caracterizacdo dos recursos bioldgicos pode ser atraves da
analise de AFLP (polimorfismo de comprimento de fragmentos amplificados),
representando a tecnologia mais recente para a obtencdo de um grande nUmero de
marcadores moleculares distribuidos em genomas de procariotos e eucariotos. O
ensaio de AFLP combina a especificidade, resolucdo e poder de amostragem da
digestdo com enzimas de restricdo com a velocidade e praticidade de deteccdo do
polimorfismo via PCR (reacdo da polimerase em cadeia). A analise de AFLP consiste
essencialmente de quatro etapas. Na primeira etapa o DNA genémico total do individuo
é clivado com duas enzimas de restricdo. Na segunda etapa, adaptadores especificos
sdo ligados aos terminais dos fragmentos gendmicos gerados pela clivagem. Na
terceira etapa, as seqiéncias dos adaptadores e o sitio de restricdo servem como um
local de ligacdo do “primer” para uma subseqliente sele¢cdo de baixo nivel ou
amplificacdo pré-seletiva dos fragmentos de restricdo. O “primer” complementar Msel
contém uma Citosina na extremidade 3’, enquanto o complementar EcoRI contém uma
Adenina na extremidade 3'. Apenas aqueles fragmentos genémicos que tenham um
adaptador em cada extremidade amplificam exponencialmente durante a amplificacédo
por PCR. Esse passo efetivamente ‘purifica’ o alvo a partir de sequéncias que
amplificam apenas linearmente, ou seja, aquelas com uma extremidade modificada.
Uma segunda selecdo é realizada com “primers” com mais duas bases adicionais nas
extremidades. Assim, uma fracdo dos fragmentos gerados é amplificada seletivamente
via PCR, utilizando “primers” especificamente desenhados para reconhecer seqiiéncias
nos adaptadores. Na quarta e Ultima etapa, a subpopulacdo de fragmentos amplificados
€ separada em gel de alta resolucdo (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998).

Técnicas como AFLP sdo utilizadas para mapeamento genbmico e
“fingerprinting”, podendo ser usadas para calcular distancias genéticas entre genétipos.
A identidade e distribuicdo das bandas de AFLP no genoma estdo claramente

relacionadas aos iniciadores selecionados. Por se tratar de um marcador nao
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influenciado pelo ambiente, que se apoia na composicdo genética do organismo em
estudo, permite precoce caracterizagdo do mesmo (FABIANO, 2003).

A maioria dos trabalhos na literatura que dispbe de informagbes de
caracterizacdo de cultivares £m como objetivo principal acessar a variabilidade e o
nivel de diversidade genética das diferentes culturas. De fato, quando feita
sistematicamente e com técnicas padronizadas, a caracterizacdo de cultivares com
marcadores moleculares pode levar a obtencdo de um banco de dados precioso para
programas de melhoramento. Além da caracterizacdo de cultivares, os programas de
melhoramento que adotarem o uso de descritores de DNA serdo beneficiados com
informacdes adicionais sobre o nivel de diversidade e a constituicAo genética do
germoplasma existente.

Alguns trabalhos foram desenvolvidos utilizando a eficiéncia desta técnica em
estudos de diversidade em cultivares de Saccharum officinarum (MATSUOKA et al.,
2003), acessos de Cucurbita moschata D. (RAMOS et al., 2003), genétipos da
forrageira Cynodon spp. (ZHANG et al., 1999) e em progénie de Coffea spp., bem como
para obtencdo de seu mapa de ligagdo com QTLs relacionados a resisténcia ao
nematdide Meloidogyne inc ognita (AUKAR, 2003). CLERC et al (1998) avaliaram a
diversidade genética de 23 estirpes de Pseudomonas syringae usando as técnicas
RAPD e AFLP, detectando que o AFLP foi mais eficiente em avaliar a diversidade
intrapatovar do que o RAPD, deixando claro o delineamento entre as distancias
genéticas intraespecificas e interespecificas. Em estudo realizado por AUKAR et al.
(2001), dezenove espécies de Passiflora foram satisfatoriamente estudadas com
relacdo a deteccao da variabilidade genética com esta técnica. Outros estudos tém sido
conduzidos em Manihot esculenta Crantz (SANCHEZ et al., 1999; COLOMBO et al,
2000), Humulus lupulus (JAKSE et al., 1996), Nicotiana tabacum . (REN & TIMKO, 2001)
e Helianthus annuus (HONGTRAKUL et al., 1997), produzindo significativo avan¢o nas
relacdes filogenéticas e no grau de diversidade genética entre individuos e populagoes.

Os marcadores moleculares podem complementar o0 melhoramento de forma
distinta, isto €, fornecendo uma medida confidvel da diversidade genética, a qual pode

ser utilizada para determinagédo do grau de parentesco entre linhagens e variedades e
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para a protecdo dos direitos da propriedade intelectual Além disso, os marcadores
moleculares podem auxiliar na avaliacdo de caracteristicas de dificil mensuracéo e
proporcionar o primeiro passo para o entendimento da biologia e da estrutura de muitas
caracteristicas, especialmente das quantitativas (BOREM, 1998).
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3. MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Bioquimica de
Microorganismos e Plantas do Departamento de Tecnologia da Faculdade de Ciéncias

Agrarias e Veterinarias, UNESP, Campus de Jaboticabal, Sdo Paulo.

3.1 Material Vegetal

Sementes e mudas de maracuja amarelo foram obtidas em diversos estados do
Pais num total de 36 amostras. As sementes foram plantadas em sacos plasticos e
mantidas em casa de vegetacdo até a coleta de folhas para a extracdo do DNA das

plantas.
A seguir, tem-se a relacdo das amostras coletadas e de sua origem:

Tabela 01. Identificacdo das amostras analisadas.
Amostra Descricao Cadigo Origem

1 EC-3-0 BRA/A Brasilia, DF

2 EC-3-L BRA/B Brasilia, DF

3 MSC BRA/C Brasilia, DF

4 Vermelhédo BRA/D Brasilia, DF

5 EC-RAM BRA/E Brasilia, DF

6 Local PA/A Belém, PA

7 Golden PA/B Belém, PA

8 Selecdo EMBRAPA PA/C Belém, PA

9 IAC 273 SP/A Monte Alegre do Sul, SP

10 IAC 277 SP/B Monte Alegre do Sul, SP

11 Rafael 1 MG/A Araguari, MG

12 Rafael 2 MG/B Araguari, MG
13 SC SC Urussanga, SC
14
15
16
17
18
19
20
21

RS RS Pelotas, RS
Camacho MS/A Campo Grande, MS
IAC 275 MS/B Dourados, MS
AFRUVEC SP/C Vera Cruz, SP
CNPMF BA Cruz das Almas, BA
SE SE Aracaju, SE
PR PR Londrina, PR
Barbalha CE/A Barbalha, CE
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23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36

Ipiapaba
AL
Sooretama
Linhares
Sinop
AC
PB
Paulista 1
Paulista 2
Peroba
Regional
Amarelo 1
Amarelo 2
Bananal 1
Bananal 2

CE/B
AL
ES/A
ES/B
MT
AC
PB
RR/A
RR/B
RR/C
RR/D
RO/A
RO/B
ES/C
ES/D

Séao Benedito, CE
Maceio, AL
Sooretama, ES
Linhares, Es
Sinop, MT
Rio Branco, AC
Areia, PB
Boa Vista, RR
Boa Vista, RR
Boa Vista, RR
Boa Vista, RR
Candeias do Jamari, RO
Candeias do Jamari, RO
Bananal, ES
Bananal, ES

3.2 Coleta de folhas

20

Trés a quatro folhas jovens e sadias de cada amostra foram coletadas,

identificadas em sacos plasticos e transportadas sob refrigeracdo ao laboratério, onde

foram lavadas em agua corrente, secas com papel toalha, maceradas em Nitrogénio

liguido e armazenadas a -20°C.

3.3 Extracdo de DNA

A extracdo de DNA do tecido foliar de cada amostra foi realizada pelo Método

proposto por Doyle & Doyle (1991), com modificacdes descritas a seguir: Pesou-se em

microtubo de 1,5 mL 0,10 a 0,14 g de tecido vegetal macerado em Nitrogénio liquido e

adicionaram-se 750 pL de tampéo de extracdo CTAB (Tabela 02), sendo a amostra

aguecida a 65°C por 30minutos, agitando ocasionalmente.
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Tabela 02. Solugdo CTAB: reagentes e quantidades
(para uma amostra)

Reagentes Quantidade
Tris 1M pH 7,5 75 uL
NaCl 5M 210 pL
EDTA 0,5M pH 8,00 30 pL
Agua 427,75 pL
CTAB 0,015¢
Mercaptoetanol 0,5% 3,75 uL

A amostra foi esfriada a temperatura ambiente por aproximadamente 8 minutos
e, em seguida, foram adicionados, a cada microtubo, 450 puL de cloroférmio/alcool
isoamilico (24:1, v:v). Agitou-se por inversdo por um periodo de 4 minutos e o microtubo
foi centrifugado a 17000xg, a 20°C, por 15 minutos. O sobrenadante foi coletado e
transferido pra um novo microtubo. Adicionou-se um volume de 2/3 (aproximadamente
400 pL) de isopropanol gelado e misturou-se, cuidadosamente, para precipitar os
acidos nucléicos. As amostras foram incubadas a -20°C por pelo menos 2 horas ou a -
80°C por 1hora. Recuperou-se o DNA ap6és centrifugacdo da solugcdo a 17000xg, por 15
minutos, a 45°C. Em seguida, o precipitado foi lavado com 1 mL de etanol 76% e
centrifugado a 17000xg, a 4°C, por 5 minutos. Descartou-se 0 sobrenadante,
cuidadosamente, e o precipitado foi seco ao ar em temperatura ambiente, sendo em
seguida resuspendido em 200 pL de TE (Tris HClI 10mM pH 8,0; EDTA 1mM). Apés um
repouso de 30 minutos, adicionou-se 2 pL de uma solugdo de RNAse (100 pg/mL) e
incubou-se por 1 hora, a 37°C. Adicionaram-se 200 pL de agua Milli Q filtrada, 80 pL de
acetato de aménio e 1000 pL de etanol absoluto gelado por amostra. As amostras
foram incubadas a -80°C, por 1 hora. Centrifugou-se o DNA a 17000xg, por 15 minutos,
a 4°C. A amostra foi seca e ressuspendida em 20 pL de TE (Tris HClI 20mM pH 8,0;
EDTA 1mM).

As amostras que ndo apresentaram leitura da relagdo 260/280 nm satisfatoria,
foram submetidas a uma purificacdo do DNA, descrita a seguir. Completou-se o volume
do precipitado de cada amostra para 100 pL com TE (Tris HCI 10mM pH 8,0; EDTA

1mM e, em seguida, adicionou-se igual volume da soluc&o fenol/cloroférmio/alcool
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isoamilico (50:48:2, v:v:v). Centrifugou-se o0 DNA a 17000xg, por 10 minutos, a 27°C
(temperatura ambiente). O sobrenadante foi transferido, adicionou-se igual volume da
solucdo cloroférmio/alcool isoamilico (24:1, v:v), centrifugando-se em seguida a
17000xg, por 10 minutos e a 27°C. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo e
adicionou-se 10% do volume transferido de NaCl 1M e o dobro do volume transferido de
etanol absoluto gelado. As amostras foram deixadas em repouso por pelo menos 2
horas a -20°C ou por 1 hora a -80°C. Centrifugou-se o DNA a 12000xg por 15 minutos,
a 4°C. Em seguida descartou-se o sobrenadante e adicionou-se 800 pL de etanol 70%
gelado. Repetiu-se a centrifugacdo anterior, bem como as etapas de descarte do
sobrenadante e adicdo do etanol 70% gelado. Logo em seguida centrifugouse o DNA a
12000xg, por 15 minutos, a 4°C. Descartou-se o0 sobrenadante e o precipitado foi seco
ao ar em temperatura ambiente, sendo em seguida ressuspendido em
aproximadamente 15 puL de TE (Tris HCI 20mM pH 8,0; EDTA 1mM.

As amostras foram diluidas em agua Milli Q filtrada para a quantificacdo dos
DNAs, que foi realizada em Biofotdmetro, medindo-se a absorbancia em contraste com
uma amostra de agua (branco), nos comprimentos de onda de 260 e 280 nm. A
guantidade de DNA de cada amostra foi estimada utilizando-se o padrdo no qual uma
unidade de densidade o6tica (UDO) equivale a 50ng de DNA por pL de solucdo. A
relacdo entre as leituras 260/280 nm proveu uma estimativa da pureza do &cido
nucléico, amostras que nao apresentaram uma leitura entre 1,7 e 2,0 foram

descartadas.

3.4 fAFLP

Realizado de acordo com o AFLP “Plant Mapping Protocol” da “Applied
Biosystems” (1997):

Digestdo com as Enzimas de Restri¢cao
O DNA foi submetido a digestdo em uma reacdo contendo 500 ng de DNA
(solugéo de 10 pL), 1,25 pL de tampéo “Ract” 10x, 1,5 U de Msel e 3U de EcoRIl A
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reacdo foi incubada a 37°C por 14 horas e em seguida a 65°C por 10 minutos, pra

inativacao das enzimas de restric&o.

Ligacdo dos Adaptadores

0,33 pL de cada adaptador (para EcoRlI e Msel) foram incubados,
separadamente, a 95°C por 5 minutos e depois no gelo por 10 minutos. Em seguida
foram misturados num mesmo microtubo. A reacdo de ligacdo constituiu-se de: 3,67 pL
da reacéo de digestédo, 1 pL de tampéo T4 DNA ligase, 0,5 puL da enzima T4, DNA ligase
e 0,66 pL dos adaptadores pareados anteriormente. A reacéo foi incubada a 20°C, por
2 horas. Apos essa reacao de ligacdo, o DNA foi diluido 10x para fazer a reacdo pré-

seletiva, adicionando-se 45 pL de agua Milli Q filtrada por amostra.

Amplificacdo Pré-Seletiva

Os fragmentos ligados aos adaptadores foram amplificados pela reacéo
constituida de 2 yL de DNA ligado, 0,5 pL da mistura de “primers” da pré-seletiva e 7,5
puL de AFLP Core Mix. O programa de amplificagcdo foi de 72°C, por 2 minutos, seguido
de 20 ciclos de 94°C por 20 segundos, 56°C por 30 segundos e 72°C por 2 minutos.
Por fim, permaneceu a 60°C por 30 minutos. As amostras devem ser estocadas a 2-6°C
até o momento do uso.

Apo6s a amplificacdo pré-seletiva foram aplicados 10 yL de cada amostra em um
gel de agarose (1,5%) e corado com Brometo de etideo (0,5 pg/mL) para averiguar se
ocorreu a amplificagdo. O gel deve ser visualizado em um transiluminador com UV.
Uma banda difusa do produto entre 100 e 1500 pb deve ser visivel.

O produto da amplificacdo pré-seletiva foi diluido (2x) para a realizacdo da
amplificacéo seletiva, transferindo-se 5 uL de DNA e 10 pL de agua Milli Q filtrada, por

amostra, para uma nova placa de PCR.

Amplificacao Seletiva
A reacdo de amplificacdo seletiva foi feita com 1,5 puL do produto de reacdo de

amplificacdo pré-seletiva, 7,5 pL de AFLP Core Mix, 0,7 pL do “primer” Msel (“primer”-
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CXX) e 0,7 L do “primer” EcoRI (“primer” - AXX - marcado com fluorescéncia). Foi
realizada uma reacdo de PCR com o0s seguintes passos: um ciclo de 94°C por 2
minutos; dez ciclos de 94°C por 20 segundos, 66°C por 30 segundos e 72°C por 2
minutos, sendo que a cada ciclo deve-se diminuir um grau da temperatura de
pareamento até atingir 57°C (66°C, 65°C, ... , 57°C). O décimo primeiro ciclo (94°C por
20 segundos, 56°C por 30 segundos e 72°C por 2 minutos) devera ser repetido 21
vezes. Finalizando o décimo segundo passo com um ciclo de 60°C, por 30 minutos. O
produto da amplificacdo seletiva deve ser estocado a 2-6°C até o momento do uso.

1,5 yL do DNA da amplificacdo seletiva de cada amostra foi transferido para uma
nova placa de PCR, adicionando-se, logo apos, 1,5 pL de formamida deionizada, 0,625
pL de azul (“Loading Solution”) e 0,125 pL do padrdo interno de peso molecular
GeneScan —500 [ROX] marcado por fuorescéncia com a cor vermelha. Em seguida,
foram incubados a 95°C por 5 minutos, e rapidamente colocados em gelo. Aplicou-se
1,3 L de cada amostra em um gel 5% denaturante “Long Ranger”, sendo utilizado TEB
1X (Tris — 0,089M, Acido Bérico — 0,89M, EDTA — 0,002M) como tamp&o de corrida, no
equipamento ABI PRISM™ 377 DNA Sequencer (PE — Applied Biosystems), por 4
horas de corrida, a 2500V.

Analise dos dados de um Gel de fAFLP

Os dados obtidos ap6s a corrida do gel de fAFLP sédo analisados com o auxilio
de trés softwares:

- GeneScan Analysis Software (coleta os dados obtidos dos produtos amplificados no

gel de eletroforese fAFLP).

- Genotyper DNA Fragment Analysis Software (usa como fonte de analise os dados
obtidos através do software GeneScan, gerando eletroferogramas e tabelas binéarias

de presenca (1) e auséncia (0) de bandas).
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A matriz gerada pelo “Genotyper” foi analisada no Programa “Paup” [4.0b10] para
o calculo da dissimilaridade genética entre as amostras através do Método da Dis tancia,
utilizando o padrdo de agrupamento “Neighbor-Joining” para, a seguir, construir o
dendrograma. Uma analise de “bootstrap” foi realizada com 1000 repeticdes, para dar

suporte a topologia da arvore em relacdo a remontagem dos dados.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Amplificacdes adicionais por PCR séo feitas para reduzir a complexidade da
mistura de tal modo que possa ser resolvida em um gel de poliacrilamida. Essas
amplificacdes usam “primers” escolhidos a partir de 24 possiveis “primers” AFLP
seletivos (8 Msel, 8 EcoRI para plantas com genomas de tamanho regular e 8 EcoRI
para plantas com genomas de tamanho pequeno). Apds essas amplificacbes, uma
porcdo de cada amostra foi analisada em um Sequenciador de DNA da Perkin-Elmer
Applied Biosystems.

A amplificacdo seletiva com um “primer” EcoRl e um “primer” Msel amplifica
principalmente fragmentos com extremidades EcoRFMsel. Os fragmentos com
extremidades EcoRI-EcoRI ndo amplificam bem. Os fragmentos Msel-Msel ndo sao
visualizados porgue eles ndo contém a marcacdo com corantes fluorescentes. Apenas
os fragmentos contendo extremidade EcoRI sdo detectados. Genomas individuais
produzem distintos perfis de fragmentos de restricAo com cada par de “primer” de
amplificacéo.

O padrao interno de peso molecular GeneScan-500[ROX] usado no fAFLP é
marcado por fluorescéncia com a cor vermelha (ROX), possuindo 15 fragmentos com
0S seguintes comprimentos (pb): 50, 75, 100, 139, 150, 160, 200, 250* 300, 340, 350,
400, 450, 490 e 500 (Figuras 01 e 02) (* o pico 250 pb néo é levado em conta quando

da analise do gel feita através dos softwares GeneScan e Genotyper).



Figura QL. Perfis dos produtos de amplificacdo dos DNAs, com o
“primer” AAG-CAT (Joe), dos 36 acessos de P. edulis f.

flavicarpa Deg. Padréo de peso molecular interno 500-
Rox, de 50 a 500 pb (bandas em vermelho). Amostras

aplicadas apenas nas canaletas impares de 1 a 73
(Tabela 01).
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Figura 02. Perfis dos produtos de amplificacdo dos DNAs, com o
“primer” AAG-CTG (Joe), dos 36 acessos de P. edulis
f. flavicarpa Deg. Padrdo de peso molecular interno
500-Rox, de 50 a 500 pb (bandas em vermelho).
Amostras aplicadas apenas nas canaletas impares de
1 a 73 (Tabela 01).
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Antes de se iniciar a técnica fAFLP com todas as amostras fez-se uma
padronizagdo com duas amostras, para definir qual a melhor diluicdo (da pré-seletiva
para fazer a seletiva) e qual a melhor combinag&o de “primers”. No protocolo do AFLP
Plant Mapping sdo dadas 64 possiveis combinacfes de “primers” EcoRI e Msel, sendo
gue apenas os “primers” EcoRI sdo marcados por fluorescéncia na extremidade 5 com
uma das trés diferentes cores, a saber, amarela (NED), azul (FAM) ou verde (JOE), a
depender do “primer” EcoRlI utilizado. Foram testadas quatro combinagfes de “primers”,
sendo um com marcacgao azul (FAM), um com marcacdo amarela (NED) e dois com
marcacao verde (JOE), além de duas dilui¢des, de 4,5x e 2,0x (Tabela 03).

Tabela 03. Combinagbes de “primers” e diluigbes testadas para analises

fAFLP.
Combinacdes de “primers” Diluicbes
(EcoRFMsel) (H,O + Pré-Seletiva)
ACT-CTT (FAM) 4,5x = 22,5 nb. H20 + 5 ni pré-seletiva
AGC-CTC (NED) 2,0x = 10 nL. H20 + 5 L pré-seletiva

AAG-CAT (JOE) -
AAG-CTG (JOE) ;

A partir dos resultados obtidos com os testes preliminares foram escolhidos os
pares de “primers” AAG-CAT (JOE) e AAG-CTG (JOE), bem como a diluicdo de 2,0x,
para repetir o fAFLP com as 36 amostras, aplicadas apenas nas canaletas impares do
gel fAFLP.

Os resultados mostraram que os dois pares de “primers” utilizados na analise
fAFLP revelaram um total de 123 marcas polimorficas (Tabela 04), variando entre 50 e
500 pb. Um pequeno nimero de bandas foi monomorfico e, portanto, as bandas foram
excluidas da analise. Observa-se que foi possivel obter 93,89% de marcas polimoérficas
a partir das duas combinacfes de “primers” (AAG-CAT e AAG-CTG), confirmando a
precisdo da técnica descrita na literatura (VOS et al, 1995; FERREIRA
&GRATTAPAGLIA, 1998), destacando-se entre as demais pelo grande numero de

fragmentos gerados, permitindo ampla amostragem do genoma.
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Tabela 04. Pares de “primers” utilizados e nUmero de fragmentos gerados.

Par de “primer” Fragmentos
Monomaorficos Polimorficos Total
AAG-CAT 7 67 74
AAG-CTG 1 56 57
Total 8 123 131

O tamanho das marcas variou de 50 a 500bp, conforme se observa nos
eletroferogramas (Figuras B e 04). Os picos se referem a presenca de bandas (ou
marcas) nos géis (Figuras QL e 02), demonstrando o tamanho dos fragmentos pela
posicdo em relacdo a escala na parte superior das figuras. Apesar de serem da mesma
amostra (amostra 28, acesso PB), nota-se que os padroes de bandeamento (picos) nos
eletroferogramas diferem entre si, pois os “primers” utilizados amplificam regiGes
distintas do genoma, gerando um grande numero de marcadores moleculares
(FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998).
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Figura 03. Eletroferograma da amostra 28 (PB), “primer” marcado AAG-
CAT.




31

S0 100 150 200 250 00 50 400 450 S00
J328 AAG-JOE-CTG 55 Green 120841

300
? Pico &00

L z00
. | 'Y

Figura 04. Eletroferograma da amostra 28 (PB), “primer” marcado AAG-CTG.

A divergéncia ou distancia genética entre as plantas variou de 0, 065 (ou 8
marcas), entre AFRUVEC e Sooretama, a 0,4959 (ou 61 marcas), entre IAC 273 e
Sinop. A Tabela 05 revela a alta divergéncia observada entre as plantas de

maracujazeiro amarelo.



Tabela 05. Divergéncia genética observada entre 36 gendtipos de Passiflora edulis f. flavicarpa Deg. a partir de marcadores fAFLP.
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BRA/A BRA/B BRA/IC BRAID BRA/IE PA/A PAB PAIC SP/A SP/B MG/A MG/B SC RS MS/A  MS/B SP/C BA
BRA/A 11* 14 29 18 17 20 17 51 12 16 13 9 18 15 20 18 20
BRA/B 0,0894 19 38 21 22 17 20 52 17 25 24 16 25 18 27 29 25
BRA/C 0,1138 0,1545 33 16 19 16 17 51 12 22 21 13 20 19 22 22 22
BRA/D 0,2358 0,3089 0,2683 35 30 41 38 40 33 25 24 30 25 32 31 25 29
BRA/E 0,1463 0,1707 0,1301 0,2846 13 24 19 51 18 24 23 17 20 27 20 22 22
PA/A 0,1382 0,1789 0,1545 0,2439 0,1057 23 22 50 17 21 14 18 17 24 17 19 19
PA/B  0,1626 0,1382 0,1301 0,3333 0,1951 0,1870 23 51 14 28 27 15 28 17 26 32 26
PA/C  0,1382 0,1626 0,1382 0,3089 0,1545 0,1789 0,1870 56 17 21 22 16 19 22 23 21 27
SP/A  0,4146 0,4228 0,4146 0,3252 0,4146 0,4065 0,4146 0,4553 49 51 52 50 53 48 53 55 49
SP/B 0,0976 0,1382 0,0976 0,2683 0,1463 0,1382 0,1138 0,1382 0,3984 22 19 9 16 21 20 24 24
MG/A 0,1301 0,2033 0,1789 0,2033 0,1951 0,1707 0,2276 0,1707 0,4146 0,1789 13 19 20 21 18 10 28
MG/B  0,1057 0,1951 0,1707 0,1951 0,1870 0,1138 0,2195 0,1789 0,4228 0,1545 0,1057 14 17 20 17 13 19
SC 0,0732 0,1301 0,1057 0,2439 0,1382 0,1463 0,1220 0,1301 0,4065 0,0732 0,1545 0,1138 19 16 19 21 25
RS 0,1463 0,2033 0,1626 0,2033 0,1626 0,1382 0,2276 0,1545 0,4309 0,1301 0,1626 0,1382 0,1545 25 20 18 18
MS/A  0,1220 0,1463 0,1545 0,2602 0,2195 0,1951 0,1382 0,1789 0,3902 0,1707 0,1707 0,1626 0,1301 0,2033 25 25 25
MS/B 0,1626 0,2195 0,1789 0,2520 0,1626 0,1382 0,2114 0,1870 0,4309 0,1626 0,1463 0,1382 0,1545 0,1626 0,2033 16 20
SP/C  0,1463 0,2358 0,1789 0,2033 0,1789 0,1545 0,2602 0,1707 0,4472 0,1951 0,0813 0,1057 0,1707 0,1463 0,2033 0,1301 24
BA 0,1626 0,2033 0,1789 0,2358 0,1789 0,1545 0,2114 0,2195 0,3984 0,1951 0,2276 0,1545 0,2033 0,1463 0,2033 0,1626 0,1951
SE 0,2114 0,2683 0,2439 0,2033 0,2439 0,2195 0,3089 0,2683 0,3333 0,2439 0,2439 0,2358 0,2358 0,2114 0,2683 0,2439 0,2114 0,2439
PR 0,1789 0,2683 0,2276 0,1870 0,2602 0,1870 0,2764 0,2358 0,4309 0,2114 0,1301 0,1220 0,1870 0,1626 0,1870 0,1951 0,1301 0,2439
CE/A  0,1138 0,1545 0,1626 0,2358 0,1463 0,1382 0,2114 0,2195 0,3659 0,1463 0,1789 0,1707 0,1382 0,1626 0,1545 0,1789 0,1626 0,1463
CE/B 0,1220 0,1951 0,1870 0,2276 0,2033 0,1463 0,2033 0,1951 0,4065 0,1870 0,2033 0,1626 0,1626 0,1545 0,1626 0,1870 0,1707 0,1382
AL 0,1382 0,2114 0,1870 0,1626 0,1870 0,1626 0,2358 0,1951 0,3902 0,1870 0,1220 0,1301 0,1789 0,1545 0,1626 0,1220 0,1220 0,1545
ES/A  0,1138 0,2033 0,1789 0,2033 0,1301 0,0894 0,2439 0,1545 0,4309 0,1789 0,1138 0,0894 0,1545 0,1138 0,1707 0,1463 0,0650 0,1626
ES/B  0,1707 0,2439 0,1870 0,2439 0,1870 0,1789 0,2683 0,1951 0,4553 0,2033 0,1382 0,1789 0,1951 0,1707 0,2114 0,1870 0,1382 0,2358
MT 0,1626 0,2520 0,2276 0,2520 0,1626 0,1707 0,2927 0,2033 0,4959 0,2276 0,1463 0,1707 0,2195 0,1789 0,2358 0,2114 0,1301 0,2439
AC 0,1626 0,2195 0,2114 0,2195 0,1626 0,1220 0,2602 0,2195 0,4146 0,2276 0,1463 0,1220 0,1870 0,1789 0,1870 0,1626 0,1138 0,1951
PB 0,0976 0,1870 0,1463 0,2358 0,1463 0,1220 0,2439 0,1707 0,4472 0,1626 0,1301 0,0894 0,1545 0,1463 0,1707 0,1626 0,0976 0,1789
RR/A  0,1789 0,2358 0,1789 0,2683 0,1301 0,1057 0,2276 0,1870 0,4634 0,1951 0,1626 0,1870 0,2195 0,1626 0,2358 0,1951 0,1463 0,2114
RR/B  0,1545 0,2276 0,1870 0,2114 0,1707 0,0976 0,2358 0,1789 0,4228 0,1707 0,1057 0,0976 0,1626 0,1382 0,1626 0,1220 0,1220 0,1870
RR/C 0,1301 0,2195 0,1951 0,2033 0,1789 0,1057 0,2439 0,1870 0,4309 0,1626 0,1301 0,1220 0,1545 0,1138 0,1545 0,1626 0,1301 0,1951
RR/D 0,1545 0,2439 0,1870 0,2276 0,1707 0,1463 0,2846 0,2114 0,4228 0,2033 0,0894 0,1301 0,2114 0,1545 0,2114 0,1545 0,0894 0,2195
RO/A  0,1707 0,2114 0,2195 0,2439 0,2033 0,1789 0,2358 0,2276 0,3740 0,1707 0,1545 0,1626 0,1789 0,1545 0,1626 0,1545 0,1707 0,2033
RO/B  0,1545 0,2439 0,2033 0,1951 0,1870 0,1463 0,2846 0,2114 0,3577 0,1870 0,1220 0,1138 0,1951 0,1382 0,2114 0,1545 0,1220 0,1870
ES/C 0,0813 0,1545 0,1463 0,2683 0,1301 0,1057 0,1951 0,1545 0,4309 0,1301 0,1463 0,1382 0,1057 0,1463 0,1545 0,1301 0,1301 0,1626
ES/D 0,1463 0,1707 0,2114 0,3008 0,2276 0,2358 0,1951 0,1545 0,4472 0,1951 0,1789 0,2033 0,1870 0,1951 0,1382 0,1789 0,1951 0,1951

* nimeros em negrito refletem os valores de divergéncia em relagdo ao numero de marcas polimérficas entre os acessos.
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Tabela 05. Divergéncia genética observada entre 36 genétipos de Passiflora edulis f. flavicarpa Deg. a partir de marcadores fAFLP.

SE PR CE/A  CE/B AL ES/A  ES/B MT AC PB RR/A° RR/B RR/IC RR/D RO/A RO/B ES/IC ES/D

BRA/A  26* 22 14 15 17 14 21 20 20 12 22 19 16 19 21 19 10 18
BRA/B 33 33 19 24 26 25 30 31 27 23 29 28 27 30 26 30 19 21
BRA/IC 30 28 20 23 23 22 23 28 26 18 22 23 24 23 27 25 18 26

BRAD 25 23 29 28 20 25 30 31 27 29 33 26 25 28 30 24 33 37
BRA/E 30 32 18 25 23 16 23 20 20 18 16 21 22 21 25 23 16 28
PA/A 27 23 17 18 20 11 22 21 15 15 13 12 13 18 22 18 13 29
PA/B 38 34 26 25 29 30 33 36 32 30 28 29 30 35 29 35 24 24

PAIC 33 29 27 24 24 19 24 25 27 22 23 22 23 26 28 26 19 19
SP/A 41 53 45 50 48 53 56 61 51 55 57 52 53 52 46 44 53 55
SP/B 30 26 18 23 23 22 25 28 28 20 24 21 20 25 21 23 16 24
MG/A 30 16 22 25 15 14 17 18 18 16 20 13 16 11 19 15 18 22
MG/B 29 15 21 20 16 11 22 21 15 11 23 12 15 16 20 14 17 25
SC 29 23 17 20 22 19 24 27 23 19 27 20 19 26 22 24 13 23
RS 26 20 20 20 19 14 21 22 22 18 20 17 14 19 19 17 18 24
MS/A 33 23 19 20 20 21 26 29 23 21 29 20 19 26 20 26 19 17
MS/B 30 24 22 23 15 18 23 26 20 20 24 15 20 19 19 19 16 22
SP/C 26 16 20 21 15 8 17 16 14 12 18 15 16 11 21 15 16 24
BA 30 30 18 17 19 20 29 30 24 22 26 23 24 27 25 23 20 24
SE 30 22 23 23 24 33 32 28 26 34 27 18 25 29 25 24 36
PR 0,2439 24 25 19 18 17 20 20 24 24 15 16 17 21 21 22 26
CE/A  0,1789 0,1951 15 17 14 25 24 18 20 22 21 16 21 19 21 14 22
CE/B 0,1870 0,2033 0,1220 16 15 26 25 21 19 21 20 15 20 22 24 15 21
AL 0,1870 0,1545 0,1382 0,1301 15 16 21 19 19 21 14 15 16 22 16 15 19
ES/A  0,1951 0,1463 0,1138 0,1220 0,1220 17 14 10 10 12 13 10 11 17 13 12 24
ES/B  0,2683 0,1382 0,2033 0,2114 0,1301 0,1382 15 25 21 19 20 19 14 24 20 20 27
Mr 0,2602 0,1626 0,1951 0,2033 0,1707 0,1138 0,1220 16 16 16 17 18 15 25 19 18 24
AC 0,2276 0,1626 0,1463 0,1707 0,1545 0,0813 0,2033 0,1301 12 16 11 18 17 21 15 18 28
PB 0,2114 0,1951 0,1626 0,1545 0,1545 0,0813 0,1707 0,1301 0,0976 20 13 16 13 23 17 14 24
RR/A 0,2764 0,1951 0,1789 0,1707 0,1707 0,0976 0,1545 0,1301 0,1301 0,1626 19 20 17 27 23 18 26
RR/B 0,2195 0,1220 0,1707 0,1626 0,1138 0,1057 0,1626 0,1382 0,0894 0,1057 0,1545 11 16 16 14 15 23
RR/C 0,1463 0,1301 0,1301 0,1220 0,1220 0,0813 0,1545 0,1463 0,1463 0,1301 0,1626 0,0894 13 17 17 12 24
RR/D 0,2033 0,1382 0,1707 0,1626 0,1301 0,0894 0,1138 0,1220 0,1382 0,1057 0,1382 0,1301 0,1057 16 12 15 25
RO/A  0,2358 0,1707 0,1545 0,1789 0,1789 0,1382 0,1951 0,2033 0,1707 0,1870 0,2195 0,1301 0,1382 0,1301 12 23 23
RO/B 0,2033 0,1707 0,1707 0,1951 0,1301 0,1057 0,1626 0,1545 0,1220 0,1382 0,1870 0,1138 0,1382 0,0976 0,0976 19 27
ES/C 0,1951 0,1789 0,1138 0,1220 0,1220 0,0976 0,1545 0,1463 0,1463 0,1138 0,1463 0,1220 0,0976 0,1220 0,1870 0,1545 20

ES/D 0,2927 0,2114 0,1789 0,1707 0,1545 0,1951 0,2195 0,1951 0,2276 0,1951 0,2114 0,1870 0,1951 0,2033 0,1870 0,2195 0,1626

* nimeros em negrito refletem os valores de divergéncia em relagdo ao niumero de marcas polimérficas entre os acessos. (continuacao)
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Figura 05. Dendrograma de 36 genétipos de P. edulis f flavicarpa Deg.,
baseado na técnica fAFLP, utilizando o padrédo de agrupamento
“Neighbor-Joining”.

A andlise de agrupamento com base nas distancias genéticas (Figura 05)
mostrou a formacao de dois grupos, um composto pelos dois acessos de Rondonia
(RO/A e RO/B) e outro composto pelos acessos SE, de Aracaju-SE, IAC 273, de Monte
Alegre do Sul-SP e Vermelhdo, de Brasilia-DF, sendo que os demais acessos ndo se
agruparam em razdo da alta diversidade genética entre os mesmos. Deste modo,
verificase que ndo houve uma estruturacdo geografica em relagédo a similaridade entre
acessos de mesmo estado ou regido, exceto para os dois acessos provenientes de
Rondbnia, havendo entre eles uma dissimilaridade de 0,0975 ou 12 marcas
polimorficas. Pelo fato de terem a mesma procedéncia, esperava-se tal proximidade

genética entre eles, inclusive por serem oriundos de uma mesma propriedade.
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Resultados semelhantes de ndo estruturacdo geografica foram obtidos por
MOURA et al. (2003), estudando a diversidade genética de Pilocarpus microphyllus por
RAPD em Belém-PA e por RAMOS et al. (2003), no qual os marcadores fAFLP se
mostraram consistentes na deteccdo da diversidade entre 96 acessos de Cucurbita
moschata D., concluindo que a sua variabilidade esta dispersa em diversos estados,
nao havendo relacdo direta entre procedéncia geografica e similaridade. YEE et al.
(1999), analisando acessos de Vigna angularia, observaram igualmente a auséncia de
correlacdo entre grau de similaridade genética obtida com base em marcadores de DNA
e procedéncia de acessos.

Alto grau de polimorfismo é citado entre acessos de Malpighia emarginata
(SALLA et al., 2002) e Stylosanthes macrocephala (BARROS et al., 2003), através da
analise por marcadores moleculares RAPD. Entretanto, CROCHEMORE et al. (2003),
em estudo de caracterizacdo agromorfologica de 34 acessos de P. edulis f. flavicarpa
Deg. 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 oposto, sendo que tal
contradicdo pode ser explicada através do efeito de interacdo e variancia de ambiente,
como o demonstrado por VIANA et al. (2003) para o caracter largura de frutos em
maracujazeiro amarelo, o qual mostrou um forte efeito de ambiente. 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 funcdo da grande
influéncia ambiental sobre esta caracteristica. De acordo com MATSUOKA et al. (2003),
0 uso dos marcadores moleculares fAFLP d&o alta confiabilidade aos resultados,
permitindo a compreensdo e a organiza¢do da variabilidade de DNA, néo influenciada
pelo ambiente como o sdo, por exemplo, os caracteres morflégicos e fenotipicos em
geral.

A alta divergéncia apresentada também se explica pelo fato de ser o maracuja
uma espécie aldgama, com presenca de um sistema genético de auto-incompatibilidade
gque favorece a polinizacdo cruzada e, consequentemente, o fluxo génico entre

genatipos distintos, inclusive entre espécies, pois segundo BRUCKNER (1997), existe
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alta compatibilidade interespecifica em cruzamentos dentro do género Passiflora. Todos
0s acessos foram obtidos via semente, a maioria em plantios comerciais, 0 que nao
exclui, portanto, a possibilidade de cruzamentos com outras espécies compativeis.
Além disso, diversos acessos provém de Programas de melhoramento, como os do
Distrito Federal (EC-3-0, EC-3-L, EC-RAM e Vermelhdo, que séo hibridos, e MSC =
Marilia Selecao Cerrado), Para (tipo Local, Golden Star e Selecdo EMBRAPA Amazodnia
Oriental), Sdo Paulo (IAC 273, IAC 277, IAC 275 coletado no Mato Grosso do Sul e
AFRUVEC), Minas Gerais (Rafael 1 e Rafael 2) e Roraima (Paulista 1 e Paulista 2),
indicando que sd 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 sua relacdo com a obtencdo de sementes para os plantios
comerciais. Sabe-se que o produtor de maracuja, de modo geral, produz suas proprias
mudas, com sementes colhidas de frutos de plantios anteriores, de vizinhos ou ainda
adquiridos no proprio mercado de frutas frescas, sem nenhum controle sobre a
procedéncia de tais materiais, suas qualidades ou caracteristicas agronémicas. Além
disso, a origem do género Passiflora estd na América do Sul, tendo no Centro-Norte do
Brasil o maior centro de distribuicdo geogréafica (LOPES, 1991). Entre as 530 espécies
descritas para o género, mais de 150 s&o nativas do Brasil (HOENE, 1946).

Esta diversidade dos locais de coleta implica em diferentes capacidades
adaptativas dos acessos analisados, o que € de extremo interesse para programas de
melhoramento genético visando a obtencdo de variedades adaptadas a diferentes
regides e/ou sistemas agricolas do Pais. A avaliacdo da divergéncia genética possibilita
selecionar combinagbes com maiores possibilidades de complementacdo génica e
recuperacao de genotipos superiores nas geracdes segregantes.

A variabilidade genética de P. edulis f. flavicarpa Deg. foi avaliada por
WENDLAND et al. (1998) trabalhando com diferentes gendtipos dessa planta. Os
autores avaliaram o comportamento em relacdo a bacteriose (Xanthomonas campestris
pv passiflora), uma das principais doencas da cultura, e verificaram que existe grande

variabilidade entre os materiais avaliados. Em outro trabalho relacionado a bacteriose, a
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cultivar Sul Brasil (AFRUVEC) apresentou o maior nivel de resisténcia a doenca,
enquanto IAC 273, IAC 275 e IAC 277, entre outros, apresentaram comportamento
intermediario, demonstrando que existe variabilidade quanto ao desenvolvimento da
doenca, possibilitando a utilizacdo de materiais jA& com boas caracteristicas comerciais
em programas de melhoramento para a resisténcia a bacteriose (FOGACA-MIRANDA &
CAMARGO, 2003).

No agrupamento composto pelos acessos SE , Vermelhdo e IAC 273, notase
que um subgrupo foi formado pelos dois ultimos; como sdo materiais oriundos de
programas de melhoramento genético, é possivel que tenham algum ancestral em
comum, e gue inclusive possa ser o que os deixou mais proximos de SE. ‘Vermelhdo’ &
um 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 cultivados ou até
mesmo silvestres, pois, embora a bibliografia ndo relate a ocorréncia natural da forma
selvagem de P. edulis f. flavicarpa Deg. no Brasil, existem informa¢fes que indicam a
existéncia destas formas em algumas regibes de Sergipe e Santa Catarina
(CROCHEMORE et al.,, 2003). Espécies silvestres do género Passiflora tém sido
utilizadas como fonte de genes para resisténcia a doencas e pragas, bem como para
outras caracteristicas ausentes na espeécie cultivada (SOUZA et al., 2003). Formas
mutantes amarelas sdo encontradas com freqiéncia na Australia (VANDERPLANK,
1996).

Estudos biotecnolégicos tém sido realizados em espécies de Passiflora
(ANTHONY et al., 1999) e tentativas tém sido feitas para obtencdo de hibridos com o
objetivo tanto do aumento do valor ornamental quanto da obtengdo de plantas
resistentes a doencas, a baixas temperaturas e com caracteristicas agronémicas
superiores (SOUZA et al., 2003).

A variabilidade genética existente dentro e entre as espécies de plantas esta
intimamente relacionada com a sua evolucdo, e o melhoramento de plantas sé ocorre
com base nessa variabilidade (BERED et al., 2001). Os individuos de uma populacéo

de plantas geralmente diferem entre si em diversos caracteres, sendo que essa
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variabilidade pode ser determinada pelos efeitos genéticos e do ambiente. Neste
aspecto, o uso de marcadores moleculares agrega um avanco importante, a
possibilidade de acessar diretamente o gendtipo de um individuo, evitando a expressao
do fendtipo e a influéncia do ambiente sobre este, além de permitir uma ampla
amostragem do genoma.

A identificacdo de genitores com alta divergéncia tem sido objetivo de muitos
trabalhos de melhoramento, para que, realizada a hibridagdo, ocorra uma segregacao
tal na progénie que aumente as possibilidades de ocorréncia de gendtipos superiores
com constituicdes ajustadas ao ambiente. Assim, a caracterizacdo de germoplasma é
necessaria, visando assegurar informacdes sobre fontes de genes para utilizacdo
futura, que além de prevenirem a perda desses recursos, sdo fundamentais para o
sucesso da sua producao agricola.

Este estudo de diversidade genética entre acessos de maracujazeiro amarelo
(Passiflora edulis f. flavicarpa Deg.) de diversas procedéncias do Pais permitiu a
obtencdo de informacgdes Uteis ao seu manejo, pois na literatura ndo héa relatos sobre
trabalhos que tenham quantificado a variabilidade existente na espécie com técnicas
tdo consistentes, gerando resultados sélidos por ndo serem influenciados pelo
ambiente. Acredita-se que esta abordagem seja valida, porém deve ser aliada ao
desempenho destes materiais em condi¢cdes de cultivo, orientando programas de
melhoramento na busca de uma cultivar que se adequie as reais necessidades dos

agricultores.



39

5. CONCLUSOES

Os marcadores fAFLP mostraram que os 36 acessos de Passiflora edulis f.
flavicarpa Deg. tém grande divergéncia genética entre si, bem como a néo formacgéo de
estruturacdo geografica. Tais resultados podem auxiliar na definicdo de estratégias
mais eficientes a serem utilizadas em programas de melhoramento de maracujazeiro
amarelo.
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