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CARACTERIZACAO GENETICA DE ESPECIES DE Passiflora
POR MARCADORES MOLECULARES ANALOGOS
A GENES DE RESISTENCIA!

MARIANA DA SILVA PAULA?, MARIA ESTHER DE NORONHA FONSECA?,
LEONARDO SILVA BOITEUX?, JOSE RICARDO PEIXOTO*

RESUMO-O cultivo comercial do maracuja é afetado por diversos problemas fitossanitarios, os quais contribuem
para quebras de produgéo e significativa redugdo da vida util dos plantios. Em algumas situagdes, a incidéncia de
doengas pode inviabilizar o cultivo do maracuja. Fontes de resisténcia a distintas doengas tém sido identificadas
em acessos de espécies de Passiflora. Neste trabalho, buscou-se avaliar a diversidade genética de acessos de
oito espécies silvestres (P. setacea, P. nitida, P. serratodigitata, P. caerulea, P. gibertii, P. odontophyla, P. edulis
P. coccinea) e de um hibrido interespecifico (P. setacea x P. coccinea), utilizando marcadores moleculares analogos
a genes de resisténcia (RGAs). Verificou-se uma grande diversidade no perfil eletroforético de RGAs nos acessos
de Passiflora, permitindo a anotagéo de 96 amplicons polimorficos entre, pelo menos, um par de acessos. Os niveis
de dissimilaridade genética (calculados exclusivamente com os marcadores RGAs) variaram entre 0,40 e 0,89
nos acessos das espécies de Passiflora avaliadas. A analise de sequéncia de um subgrupo destes amplicons obtidos
com primers RGAs indicou que estas bandas correspondem a regides genémicas que contém segmentos (motivos)
com identidade aos encontrados em genes de resisténcia previamente caracterizados em outras espécies vegetais.
Desta forma, os dados indicam a existéncia de um repertorio variado de marcadores do tipo RGA em Passiflora
que podem ser potencialmente Uteis em sistemas de caracterizagdo molecular de germoplasma e em programas de
melhoramento genético visando a resisténcia a doengas nesta cultura.

Termos para indexacéo: Passiflora, marcadores moleculares, RGAs, polimorfismo.

GENETIC CHARACTERIZATION OF Passiflora SPECIES BY ANALOG
MARKERS OF RESISTANCE GENES

ABSTRACT - The commercial cultivation of passion fruit can be affected by many diseases, which might
induce sever fruit yield losses and significant life cycle reduction of the crop. In some situations disease in-
cidence can make the passion fruit production not economically viable. Sources of resistance against several
pathogens have been identified in accessions of Passiflora germplasm. In the present research we evaluate
by using RGAs (“analogs markers of resistance gene”) the genetic diversity of accessions belonging to
eight wild species (P. setacea, P. nitida, P. serratodigitata, P. caerulea, P. gibertii, P. odontophyla, P. eduli,
and P. coccinea) as well as one interspecific hybrid (P. setacea. x P. coccinea). A remarkable diversity was
observed among the RGA eletrophoretic profiles of the accessions, allowing the annotation of 96 polymorphic
amplicons able to discriminate at least one pair of accessions. The levels of genetic dissimilarity in this group of
Passiflora accessions (using exclusively this collection of RGA markers) ranged from 0.40 to 0.89. The sequence
analysis of a subgroup of RGA amplicons indicated that they correspond to genomic regions that encompass typical
disease resistance gene motifs described in other plant species. Our results indicate a quite variable structural
repertoire of RGA segments in Passiflora species with many of them being potentially useful as molecular
markers for germplasm fingerprinting systems and also for assisted selection strategies in disease resistance
breeding programs in this crop.

Index terms- Passiflora, molecular markers, RGAs, polymorphic.

!(Trabalho 039-09). Recebido em: 05-02-2009. Aceito para publicagdo em: 23-10-2009.

Eng. Agronoma, Msc em Fitopatologia (UnB). marianaspaula@gmail.com. Suporte Financeiro: CNPQ.

SEmbrapa Hortalicas, C. Postal 218, 70359-970 Brasilia-DF. mesther@cnph.embrapa.br ; boiteux@cnph.embrapa.br
“Professor Doutor da Universidade de Brasilia. C. Postal: 04508, 70910-900, Brasilia-DF. peixoto@unb.br

Rev. Bras. Frutic., Jaboticabal - SP, v. 32, n. 1, p. 222-229, Margo 2010



CARACTERIZACAO GENETICA DE ESPECIES DE Passiflora... 993

INTRODUCAO

No Brasil, as doengas e pragas sdo os prin-
cipais fatores que ameagam a expansdo ¢ a produ-
tividade dos cultivos de maracuja (Junqueira et al.,
2005). Doengas causadas por fungos afetam a planta
de maracuja desde a fase de sementeira até a fase
adulta, prejudicando raizes, caule, folhas, flores e
frutos (Santos Filho & Santos, 2003). A antracnose
(causada pelo fungo Colletotrichum gloeosporioides)
¢ considerada a principal doenga de pds-colheita
do maracuja, com impacto negativo no periodo de
conservacdo dos frutos (Souza, 2005). Xanthomonas
campestris pv. passiflorae (agente causal do cancro-
bacteriano) e Ralstonia solanacearum (agente da
murcha e podriddo de raizes) s@o as principais bac-
térias registradas causando danos na cultura do ma-
racujazeiro (Santos & Santos Filho, 2003). Entre os
virus que causam doengas no maracujazeiro, tém-se
0 CABMYV (Cowpea aphid-borne mosaic virus), que
causa o endurecimento dos frutos, e CMV (Cucum-
ber mosaic virus), que causa mosaico, € PYMV
(Passion fruit yellow mosaic virus), causador do
mosaico-amarelo (Barbosa & Santos Filho, 2003). As
espécies de Meloidogyne e Rotylenchulus reniformis
representam importantes agentes causais de perdas
econOmicas na cultura, resultando na limitagdo de
producdo dos frutos e na reducdo na longevidade da
planta (Sharma et al., 2004).

Fontes de resisténcia a estes patdgenos e
doengas tém sido identificadas em germoplasma
de espécies cultivadas e selvagens de Passiflora.
Acessos com resisténcia a distintas doengas tém
sido registrados nas espécies P. nitida, P. caerulea,
P. laurifolia, P. suberosa, P. alata, P. coccinea, P.
gibertii e P. setacea. De acordo com estudo de Paula
(2006), P. setacea mostrou-se resistente a M. incog-
nita. Acessos de P. nitida mostraram-se resistentes
a antracnose (C. gloeosporioides), e acessos de P.
caerulea apresentaram resisténcia a X. axonopodis
pv. passiflorae (Menezes et al., 1994; Oliveira et al.,
1994; Meletti & Bruckner, 2001; Fischer, 2003).

Os genes de resisténcia, caracterizados até
o presente momento em plantas, possuem regides
filogeneticamente conservadas, denominadas
“motivos”, os quais podem incluir proteinas ricas
em leucina (LRR), sitios de ligagdo a nucleotideos
(NBS), estruturas complexas de NBS-LRR e
proteinas quinases (Staskawicz et al., 1995;
Hammond-Kosack & Jones, 1997). Esta conservacdo
estrutural apresenta interesse do ponto de vista
genético, uma vez que claramente sugere que essas
regides conservadas poderiam representar sitios de
relevancia biologica na expressdo fenotipica dos

genes de resisténcia (Bent, 1996). Desta forma,
com base nessa conservacdo filogenética, foram
desenvolvidos diversos primers degenerados com
0 objetivo de amplificar regides analogas a genes
de resisténcia (RGAs) em varias espécies vegetais
usando técnicas simplificadas de PCR (“polymerase
chain reaction”) heterologo (Leister et al., 1996;
Kanazin et al., 1996; Yu et al., 1996). Em diversos
trabalhos, foi observado que os marcadores do tipo
RGAs sdo fortemente ligados a genes de resisténcia
ou podem mesmo representar segmentos de genes
de resisténcia funcionais (Hammond-Kosack &
Jones, 1997; Collins et al., 2001). Neste sentido, os
marcadores RGA podem constituir uma ferramenta
muito util para a constru¢do de mapas genéticos
e em selegdo assistida dentro de programas de
melhoramento genético vegetal. A possibilidade de
gerar um grande niimero de polimorfismos entre
diferentes acessos de uma mesma espécie ou género
também pode permitir o uso dos marcadores RGA
em sistemas de caracterizacdo genética de acessos ¢
cultivares (Hammond-Kosack & Jones, 1997). No
entanto, até o presente momento, ndo existem relatos
na literatura sobre a identificagdo e utilizagdo desta
classe de marcadores para o género Passiflora.
Considerando que fenotipos de resisténcia
sdo, muitas vezes, de dificil identificagdo, os mar-
cadores moleculares RGA podem representar uma
importante ferramenta para a sele¢do de genotipos de
interesse e na identificagdo de genes de resisténcia em
plantas (Tullu et al., 2006; Geffroy et al., 1999). Neste
contexto, o presente trabalho buscou avaliar possi-
bilidade de gerar (via PCR heter6logo) marcadores
do tipo RGA usando como molde DNA extraido de
acessos de oito espécies silvestres e de um hibrido
interespecifico de Passiflora. Considerando que ndo
existem relatos de clonagem e/ou isolamento de
genes de resisténcia para o género Passiflora, o pre-
sente trabalho teve os seguintes objetivos: (1) avaliar
a utilidade de uma colegdo de primers degenerados
do tipo RGA em gerar polimorfismos entre acessos
de Passiflora; (2) avaliar a potencial utilizagdo de
marcadores moleculares do tipo RGA em estudos
de diversidade genética no género Passiflora; e (3)
caracterizar, através de clonagem e sequenciamento,
alguns dos amplicons do tipo RGA presentes em
diferentes acessos de espécies de Passiflora.

MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi realizado no labora-
torio de Melhoramento Genético e Analise Gend-
mica da Embrapa Hortaligas, Brasilia-DF, durante
o periodo de novembro de 2005 a margo de 2006.
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Folhas jovens foram coletadas de acessos de oito
espécies (P. setacea, P. nitida, P. serratodigitata, P.
caerulea, P. gibertii, P. odontophyla, P. edulis nativo e
P. coccinea) e de um hibrido interespecifico (P. setacea
x P. coccinea), oriundo do banco de germoplasma da
Embrapa Cerrados (CPAC). As amostras foram uti-
lizadas no processo de extragdo de DNA utilizando
o método de CTAB 2X (que utiliza solventes orga-
nicos, tais como alcool isoamilico e cloroférmio),
essencialmente como descrito por Saghai-Marrof et
al. (1984) modificado por Boiteux et al. (1999). Para
a obtencdo de marcadores do tipo RGAs, foi utilizada
uma estratégia de amplificagdo via PCR heterdlogo,
com seis combinagdes de iniciadores de transcri¢do
(primers) descritos na literatura (S2+Asl, S2+As2,
S2+As3, S2+L.M637, F1+As2 e S2+R1). Esses pares
de primers degenerados foram desenhados para ane-
lar com o motivo NBS (“Nucleotide Binding Site”)
presentes varias classes de genes de resisténcia a
doengas (Leister et al., 1996; Pan et al., 2000). Para
a amplificagdo seletiva de marcadores RGA foi utili-
zado um volume de reacdo de 25 pL contendo: 20mM
Tris-HCI (pH 8,4), 50mM KCL, 1,2 mM de MgCl,
(50mM); 2mM de cada deoxinucleotideo trifosfato
(dNTPs), 20ng de DNA gendmico, 0,2 unidades da
enzima Taq polimerase (Invitrogen) e 1,2uM de cada
primer. As amplificagdes foram realizadas em placas
de 96 pogos em um termociclador (GeneAmp® PCR
System 9700), programado para um ciclo de 5 minutos
a95°C, seguido de 35 ciclos repetidos de 30 segundos
a95°C (desnaturagdo), 1 minuto a 37°C (anelamento)
com um “ramp” de 70% (ou seja, a velocidade de
aumento de temperatura foi apenas 70% da velocida-
de maxima do aparelho, permitindo um anelamento
gradual dos primers com o DNA molde) e 5 minutos
a 72°C (extensdo) e extensdo final de 10 minutos a
72°C. Os produtos das reagdes de amplificagdo foram
separados por eletroforese em gel de agarose na con-
centracdo de 1,2% em tampao de TAE 1X, corados
com brometo de etideo (10 mg/mL) e fotografados
sob luz ultravioleta (302 nm) em sistema de video
EagleEye ™ (Stratagene®).

Os polimorfismos observados para marca-
dores do tipo RGA foram convertidos em matriz de
dados binarios (presenga e auséncia de cada banda/
amplicon), a partir da qual foram estimadas as distan-
cias genéticas entre os diferentes acessos, com base no
complemento do coeficiente de similaridade de Nei &
Li como descrito no Programa Genes (Cruz, 1997).
A matriz de distancias genéticas foi utilizada para
realizar a analise de agrupamento, com o auxilio do
Programa Statistic (Statsoft Inc., 1999). Como critério
de agrupamento, foi empregado o método UPGMA.
Com base na analise de agrupamento, diferentes gru-

pos de similaridade foram definidos de acordo com
os resultados do perfil de amplicon obtidos com DNA
extraido de acessos de oito espécies silvestres e de
um acesso de um hibrido interespecifico de Passiflora.
Apds a visualizagdo e anota¢do dos amplicons com
o auxilio do sistema de video EagleEye®, foi feita
a purificagdo de DNA de alguns desses fragmentos.
Estes segmentos de DNA genémico de um subcon-
junto de acessos de Passiflora foram removidos dos
géis de agarose e clonados em um vetor bacteriano
(plasmideo pGEM®-T/ Invitrogen). Foi feita a trans-
formagao em Escherichia coli, a qual é competente
para captar o DNA exdgeno de interesse (plasmideo
com inserto). Foi feita entdo multiplicacdo das
bactérias transformadas (em meio LB; triptona,
extrato de levedura e NaCl) com o objetivo de obter
quantidades suficientes de material de interesse,
possibilitando, assim, o sequenciamento automatico
do DNA clonado. Apoés o sequenciamento foi feita
a comparacdo entre as sequéncias obtidas de nucle-
otideos usando o aplicativo LaserGene (DNAStar,
Madison, Wisconsin, EUA). As sequéncias de DNA
foram posteriormente convertidas em sequéncias
proteicas e comparadas com as contidas no banco
de genes NCBI (NCBI-National Center for Biotec-
nology Information, 2009).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Apenas os polimorfismos que foram constan-
tes (estaveis) em trés ou mais repeti¢des das reagdes
de PCR foram considerados para analise de dissi-
milaridade genética. Os pares de primers utilizados
revelaram um total de 99 amplicons (sendo trés deles
monomorficos), ou seja, houve uma média de 16,5
amplicons para cada par de primers (Tabela 1). A
dissimilaridade genética entre as espécies avaliadas
variou entre 0,4 [entre a espécie P. setacea e o hi-
brido F, (P. coccinea x P. setacea)] e 0,889 [(entre
P. gibertii e o hibrido F, (P. coccinea x P. setacea)]
(Figura 1). Estes resultados indicam uma grande
diversidade genética quanto aos marcadores do
tipo RGAs entre os acessos das espécies avaliadas.
Este ¢ um indicativo do potencial que o sistema
de marcadores RGA apresenta no sentido de gerar
informagdes genéticas de interesse para uso em pro-
gramas de melhoramento voltados para resisténcia
a doengcas. Este resultado esta de acordo com outros
trabalhos, tais como o de Mutlu et al. (2005), que
mostraram a importancia dos marcadores RGA para
a caracterizago de acessos de feijao (Phaseolus vul-
garis L.). Da mesma forma, Valéncio (2005), a partir
do estudo de caracterizacdo de diferentes acessos de
cebola, com utilizagdo de marcadores RGA, pode
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verificar a utilidade dessa técnica para trabalhos de
mapeamento genético e caracterizagdo de cultivares.
Cantanhéde (2004) verificou a eficiéncia relativa da
utilizagdo de marcadores do tipo RGA em relagéo
a técnica de RAPD, quanto a deteccdo de polimor-
fismos entre linhagens contrastantes para resposta
a doencas causadas por Fusarium oxysporum f.sp.
lycopersici raga 1 e espécies de Stemphylium em
tomateiro. Tan et al. (2003) e Collins et al. (2001)
também verificaram a importancia da analise destes
marcadores e sequenciamento de regides conservadas
NBS, o que auxilia na caracteriza¢do ¢ manipulagdo
de potenciais genes de resisténcia.

As sequéncias obtidas no presente trabalho
apresentaram niveis de varidveis com sequéncias
de proteinas relacionadas a resisténcia a doengas
para diversas culturas (feijdo, soja, cana-de-agucar
e outras), ja contidas no banco de dados do NCBI,
principalmente nas regides NBS-LRR. A Figura 3
ilustra o alinhamento/comparagdo de trés sequéncias
obtidas usando DNA, molde extraido de acessos
de P. setacea, P. serrato-digitata e P. nitida com
um mRNA de uma proteina NBS-LRR, isolada

em Populus trichocarpa. Embora Passiflora e
Populus sejam filogeneticamente distintas, os niveis
de identidade das sequéncias de Passiflora foram
relativamente altos (entre 43,1% e 74%) quando
comparadas com uma sequéncia de P. trichocarpa
(GeneBank XM 002297700).

Desta forma, os dados gerados a partir da
utilizacdo de marcadores do tipo RGA poderdo
ser valiosos para estudos mais detalhados de ca-
racterizag@o genética do maracujazeiro de forma a
agregar informag@o quanto a obten¢do de material
resistente a doengas ¢ para sistemas de caracte-
rizagdo de cultivares e organizagdo de bancos de
germoplasma. Para tal, serd extremamente valioso
o estabelecimento de um acervo mais completo das
sequéncias polimorficas geradas neste trabalho, bem
como validagdo destes marcadores em um nimero
maior de genotipos de maracuja. Estudos adicionais,
visando a identificar a associagdo de alguns destes
marcadores com genes de resisténcia, poderdo ser
conduzidos envolvendo populagdes segregantes
derivadas de cruzamentos entre alguns dos acessos
avaliados.

TABELA 1 — Par de primers do tipo RGAs (analogos de genes de resisténcia) utilizados em sistema de
PCR heterologo visando a obter marcadores moleculares de nove gendtipos de Passiflora
spp. A tabela lista o codigo ¢ a sequéncia dos primers ¢ seus respectivos numeros de bandas
polimorficas e monomorficas obtidas na analise utilizando DNA, molde extraido de nove

genotipos de Passiflora.

. N , N° de bandas N° de bandas
Primers Sequéncia 5'==>3 e -
polimérficas monomodrficas
GGIGGIGTIGGIAAIACIAC
52+ Asl CAACGCTAGTGGCAATCC 20 0
GGIGGIGTIGGIAAIACIAC
82+ As2 TAAIGCIAGIGGIAAICC 12 0
GGIGGIGTIGGIAAIACIAC
S2+As3 IAGIGCIAGIGGIAGICC i !
GGIGGIGTIGGIAAIACIAC
S2+LM 637 ARIGCTARIGGIARICC 17 !
GGAATGGGIGGIGTIGGIAARAC
FI+As2 TAAIGCIIAGIGGIAAICC 24 0
S 4RI GGIGGIGTIGGIAAIACIAC 14 1
YCTAGTTGTRAYDATDAYYYTRC
Total 96 3
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FIGURA 1 — Anélise de agrupamento de nove acessos de Passiflora spp. com base na matriz de distancias
genéticas calculadas, utilizando-se de 96 marcadores moleculares (amplicons) gerados com
uso dos pares de primers RGA listados na Tabela 1.
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FIGURA 2 — Perfil eletroforéticos dos amplicons (marcadores) do tipo RGA gerados com um conjunto de
seis combinagdes de primers degenerados, desenhados para anelar com regides conservadas
presentes em genes de resisténcia a doengas. Espécies de Passiflora avaliadas: (1) P. setacea;
(2) P. nitida; (3) P. serratodigitata; (4) P. caerulea; (5) P. gibertii; (6) P. odontophylla; (7)
P. edulis edulis nativo; (8) P. coccinea x P. setacea F1, e (9) P. coccinea. Pares de primers
utilizados: (1) S2/Asl; (1) S2/As2; (111) S2/Lm637; (1V) F1/As2; (V) S2/As3, e (VI) S2/
R1. A seta no gel III indica os amplicons isolados do gel, clonados em vetor bacteriano e
analisados via sequenciamento.
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FIGURA 3 — Alinhamento dos produtos de sequenciamento de um subconjunto de amplicons obtidos a partir
do par de ‘primers’ S2/LM637. O alinhamento foi obtido com o método Clustal, utilizando
o programa Megalign (Lasergene, Madison-WI). Os amplicons foram comparados com a
seqiiéncia do mRNA que codifica uma proteina do tipo NBS-LRR de Populus trichocarpa

(GeneBank XM 002297700 / Tuskan et al., 2006). A identidade de cada amplicon com o
mRNA correspondente a proteina NBS-LRR ¢é: Passiflora setacea (43,1%), P. serrato-digitata

(74%) e P. nitida (43,4%).

CONCLUSOES

1-A partir de um sistema de PCR heterdlogo,
utilizando primers degenerados (obtidos a partir
de informacdo de sequéncias de outras espécies
vegetais), foi possivel gerar um perfil do tipo
RGA também a partir de DNA gendmico extraido de
um grupo de acessos de espécies de Passiflora.

2-0 sistema RGA foi eficiente em gerar
amplicons polimoérficos no grupo de acessos de
Passiflora empregado no presente estudo e foi
possivel utilizar esta informag@o para estabelecer
niveis de similaridade genética entre estes acessos.

3-Os amplicons sequenciados mostraram
niveis de identidades com sequéncias relacionadas a
resisténcia de plantas a doengas, contendo segmentos
genomicos do tipo NBS-LRR (proteinas ricas em
leucina e sitios de ligacdo a nucleotideos).
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