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VARIABILIDADE GENETICA DE ACESSOS SILVESTRES E COMERCIAIS
DE Passiflora edulis Sms. COM BASE EM MARCADORES RAPD!

GRACIELEBELLON?, FABIO GELAPE FALEIRC?, KEIZE PEREIRA JUNQUEIRA*, NILTON TADEU VILELA JUNQUEIRA?,
ERIVANDA CARVALHO DOSSANTOS’, MARCEL O FIDELESBRAGA?, CLAUDIA TEIXEIRA GUIMARAES®

RESUMO - No Cerrado brasileiro, ha uma grande diversidade de cores, tamanhos e aromas de frutos em acessos silvestres de P.
edulis. Estes acessos também sdo importantes fontes de resisténcia a doencas, podendo ser incorporados em programas de
melhoramento genético do maracujazeiro azedo. Neste trabalho, objetivou-se estimar a variabilidade genética existente em acessos
silvestres e comerciais de P. edulis utilizando-se de marcadores RAPD. O DNA gendmico de cada acesso foi extraido e amplificado
comtrezeiniciadores decameros (OPD-04, OPD-07, OPD-08, OPD-16, OPE-18, OPE-20, OPF-01, OPF-14, OPG-05, OPG-08, OPH-04,
OPH-12 e OPH-16) para a obteng@o dos marcadores RAPD. Os marcadores obtidos foram convertidos em uma matriz de dados
binérios, a partir da qual foram estimadas as distancias genéticas entre os acessos e realizadas andlises de agrupamento e de
dispersdo gréfica. Um total de 187 marcadores foi gerado, sendo que apenas 28 (14,97%) deles foram monomorficos. As distancias
genéticas entre 0s 15 acessos de maracujazeiro variaram de 0,091 a0,496. Os marcadores molecul ares demonstraram aaltavariabilidade
genética dos acessos de P. edulis, sendo que os acessos de frutos amarelos apresentaram maior distanciamento em relagdo aos de
frutos roxos. Menores distancias genéticas foram verificadas entre os acessos de mesma origem geografica.

Termos par aindexagdo: maracuja, marcadores moleculares, variabilidadeintra-especifica

GENETIC VARIABILITY OF WILD AND COMMERCIAL PASSION FRUIT (Passiflora edulis Sims.)
ACCESSIONS USING RAPD MARKERS

ABSTRACT - There are agreat diversity of colors, sizes and aromas of fruitsin wild accessions of P. edulisin Brazilian Savannah.
These accessions are also important resistance sources against illness which can be incorpored in passionfruit breeding programs. In
thiswork, the objetive was to evaluate the genetic variability in wild and commercia P. edulis accessions using RAPD markers. The
genomic DNA of each accession wasextracted and amplified using thirteen decamer primers (OPD-04, OPD-07, OPD-08, OPD-16, OPE-
18, OPE-20, OPF-01, OPF14, OPG-05, OPG-08, OPH-04, OPH-12 and OPH-16) to obtain RAPD markers. Thesemarkersweretransformed
in binary matrix datato estimate genetic distances among accessions and to perform cluster and graphical dispersion analysis. A total
of 187 markers were generated, and only 28 (14.97%) of them were monomorphic. The genetic distances among the 15 P. edulis
accessionsvaried from 0.091 to 0.496. The molecular markers demonstrated the high genetic variability of the wild and commercial P.
edulis accessions. The accessions with yellow fruits presented greater genetic distances in relation to the accessions with purple
fruits. Lower genetic distances were verified among the accesses of the same geographical origin.

I ndex terms: passionfruit, molecular markers, intraespecific variability.

INTRODUCAO

O maracujazeiro € uma planta com ampla variabilidade
genética a ser conhecida, caracterizada, protegida, conservadae
convenientemente utilizada comercialmente ou em programasde
melhoramento genético (Faleiro et al., 2005a). Segundo
Vanderplank (1996), a familia Passifloraceae é formada por 18
géneros e 630 espécies, sendo o0 género Passiflora o mais
importante economicamente. Estima-se que esse género sgja
composto por 465 espécies, das quais 150 a 200 s3o originérias
do Brasil. A espécie mais cultivada € P. edulis, sendo o grupo
amarelo predominante no mercado interno e o grupo roxo mais

apreciado no exterior.

Devido a suaimportancia econdmica, a espécie P. edulis
tem sido avo de diversos programas de melhoramento no Brasi|
enaAustrdlia. No Cerrado brasileiro, hd uma grande variedade
de cores, tamanhos e aromas de frutos em acessos silvestres de
P. edulis, havendo a possibilidade de incorporacdo destes em
programas de melhoramento genético do maracujazeiro azedo.

Por se tratar de uma espécie semiperene, o estudo de
diversidade genética em Passiflora spp. requer tempo e sofre
grande influéncia do ambiente. Neste caso, 0 uso de marcadores
moleculares € uma ferramenta valiosa, por permitir um rapido,
preciso e acurado estudo da variabilidade existente, detectando
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as variagOes diretamente no DNA. No presente trabalho,
objetivou-se analisar a variabilidade genética de acessos
silvestres e comerciais de maracujazeiro azedo (Passifloraedulis
Sims.), utilizando-se de marcadores moleculares RAPD.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado no Laboratério de Genética e
Biologia Molecular da Embrapa Cerrados, sendo analisados 11
acessos silvestres e quatro acessos comerciais de Passiflora
edulis Sims., dos quais trés foram introduzidos da Austrdia
(Tabelal).

O DNA gendmico de cadaacesso foi extraido utilizando o
método do CTAB, com modificacBes (Faleiro et al., 2003).
Amostrasde DNA de cadaacesso foram amplificadaspelatécnica
de RAPD. Asreagdes de amplificacdo foram feitasem um volume
total de 13 uL, contendo Tris-HCl 20mM (pH 8,3), KCI 50 mM,
MgCl2 3 mM, 100 uM de cada um dos desoxiribonucleotidios
(dATP, dTTPR, dGTP e dCTP), 0,4 uM de um iniciador (Operon
TechnologiesInc., Alameda, CA, EUA), umaunidade daenzima
Taq polimerase e, aproximadamente, 15 ng de DNA.

Para a obtenc&o dos marcadores RAPD, foram utilizados
13iniciadores decameros: OPD-04, OPD-07, OPD-08, OPD-16,
OPE-18, OPE-20, OPF01, OP~14, OPG-05, OPG-08, OPH-04, OPH-
12 e OPH-16. AsamplificagBesforam ef etuadas em termoci clador
programado para 40 ciclos, cada um constituido pela seguinte
seqiiéncia: 15 segundos a 94 °C, 30 segundos a 35 °C e 90
segundos a 72 °C. Apds os 40 ciclos, foi feita uma etapa de
extensdofinal desaisminutosa72°C, e, finalmente, atemperatura
foi reduzidapara4 °C. Apésaamplificagdo, foram adicionados, a
cadaamostra, 3uL deumamisturadeazul debromofenal (0,25%)
egliceral (60%) em &gua. Asamostrasforam aplicadasem gel de
agarose (1,2%), corado com brometo de etidio (0,2 ug/mL),
submerso em tampdo TBE (Tris-Borato 90 mM, EDTA 1 mM). A
separacdo eletroforéticafoi de, aproximadamente, quatro horas,
a90valts. Ao término dacorrida, osgéisforam fotografados sob
luz ultravioleta

Osmarcadores RAPD geradosforam convertidosem uma
matriz de dados binérios, a partir da qual foram estimadas
distancias genéticas entre cada par de acesso, com base no
complemento do coeficientede similaridade de Nei & Li (1979),
utilizando-se do Programa Genes (Cruz, 1997). A matriz de
disténcias genéticas foi utilizada para realizar a andlise de
agrupamento por meio de dendrograma, utilizando-se do método
UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic
Mean), como critério de agrupamento, e a dispersdo grafica
baseada em escalas multidimensionais, usando o método das
coordenadas principais, com auxilio do ProgramaSASe Statistica
(Statsoft Inc., 1999).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os 13 iniciadores decdmeros geraram um total de 187
marcadores RAPD, perfazendo uma média de 14,4 marcadores
por iniciador. Dos 187 marcadores, apenas 28 (14,97%) foram
monomorficos (Tabela?2). A altamédiademarcadores por iniciador

e abaixa porcentagem de marcadores monomorficos evidenciam
a alta variabilidade genética intra-especifica dos acessos
analisados.

Alguns autores ja haviam observado variabilidade
genéticaexpressivaem diferentes acessos de umamesmaespécie
dePassiflora. Bellon et d. (2005) observaram grande variabilidade
intra-especifica entre acessos comerciais e silvestres de P. alata.
Junqueira et al. (2005), trabalhando com acessos de P. nitida,
verificaram uma alta variabilidade, especialmente quando se
compararam acessos de procedéncias diferentes.

Por outro lado, estudos realizados por Pio Viana et al.
(2003) eFdeiroet a. (2005b), utilizando-se de diferentes acessos
daespéciecomercia P. edulisamarel o, ndio mostraram expressiva
variabilidade genética entre esses materiais, indicando um
possivel estreitamento da base genética entre as cultivares
comerciais. Estudos preliminares realizados por Junqueiraet al.
(2003) mostraram que essabaixavariabilidade entre as cultivares
atuaisde maracujazeiro- amarel o tem contribuido paraareducdo
da resisténcia a doencas nas mesmas. Faleiro et al. (2004)
ressaltam aimportancia do uso de espécies nativas de maracuja
para programas de melhoramento genético visando a ampliacdo
da variabilidade genética, principamente para a resisténcia a
doengas.

As distancias genéticas entre os 15 acessos de
maracujazeiro variaram entre 0,09 e 0,50 (Tabela 3). A menor
disténciagenéticafoi de 0,09 obtida entre os acessos 96A (11) e
G25 (12) de P. edulis procedentes daAustrdlia, seguidapor 0,11
observada entre os acessos Cinza P1 (1) e Cinza P4 (4)
procedentes de Taguatinga-TO. A maior distancia genética foi
de 0,50 observada entre 0 acesso silvestre de P. edulis Cinza P2
(2) eoP. edulisamarelo comercia GA2 (15). Faleiroet al. (2005b),
estudando acessos comerciais e um acesso silvestre de P. edulis
amarelo, também verificaram altas distancias genéticas entre o
acesso silvestre e os comerciais ‘ Gigante Amarelo’ e ‘EC-3-O7,
comvaloresde 0,473 € 0,474, respectivamente.

A analise de agrupamento, realizada com base nas
distancias genéticas, permitiu subdividir os 15 acessos em, pelo
menos, 7 grupos de similaridade genéticaaumadistanciagenética
relativa de 0,26 (Figura 1). As distancias entre 0s acessos e a
distribuicdo dos mesmos nos grupos de similaridade podem ser
também observadas no gréfico de dispersao (Figura 2). Os dois
maiores grupos foram formados pel os acessos de P. edulis Cinza

TABELA 1 - Acessos de Passiflora edulis Sims. analisados.

Ne Acesso Cor do Fruto Procedéncia Cédigo

1 CinzaPl Roxo Acinzentado  Taguatinga-TO CPAC MJ-21-05
2 Cinza P2 Roxo Acinzentado  Taguatinga- TO CPAC MJ-21-06
3 CinzaP3 Roxo Acinzentado ~ Taguatinga- TO CPAC MJ-21-07
4 Cinza P4 Roxo Acinzentado  Taguatinga- TO CPAC MJ-21-08
5 Itumirim Roxo Itumirim- MG CPAC MJ-21-01
6 Ribeirdo Vermelho Roxo Ribeirdo Vermelho- MG CPAC MJ-21-02
7 Pintado Roxo Arinos- MG CPAC MJ-21-04
8  Vermelho Roxo Avermelhado  Sdo Lourengo- MG CPAC MJ-21-03
9 Roxo Jaboticaba Roxo Cachoeira Paulista- SP CPAC MJ-21-10
10 Roxo Australiano* Roxo Australia CPAC MJ-M-14
11 Roxo 96A* Roxo Australia CPAC MJ-21-11
12 Roxo G25* Roxo Australia CPAC MJ-21-12
13 Amarelo MG Amarelo Perddes- MG CPAC MJ-36-01
14 Amarelo TO Amarelo Taguatinga- TO CPAC MJ-36-02
15 GA2* Amarelo Embrapa Cerrados- DF CPAC MJ-M-01

* ACessos comerciais
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TABELA 2 - Iniciadores utilizados para a obtencdo dos
marcadores RAPD, com os respectivos nimeros
de bandas polimorficas e monomorficas.

Iniciadores .. . N°debandas N° de bandas
Seqiiéncia 5'—3 polimorficas monomorficas
OPD-04 TCTGGTGAGG 3 2
OPD-07 TTGGCACGGG 6 2
OPD-08 GTGTGCCCCA 7 2
OPD-16 AGGGCGTAAG 7 1
OPE-18 GGACTGCAGA 2 5
OPE-20 AACGGTGACC 4 5
OPF-01 ACGGATCCTG 19 1
OPF-14 TGCTGCAGGT 23 2
OPG-05 CTGAGACGGA 28 0
OPG-08 TCACGTCCAC 21 1
OPH-04 GGAAGTCGCC 13 1
OPH-12 ACGCGCATGT 12 3
OPH-16 TCTCAGCTGG 14 3
TOTAL 159 28

TABELA 3 - Matriz de distancias entre 15 acessos de
maracujazeiro, baseadaem 187 marcadoresRAPD.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

0,14 .

0,17 0,13 .

0,11 0,13 0,12 .

032 032 032 026 .

025 029 025 022 022 .

033 030 035 029 023 022 .

026 030 029 025 025 024 0,21 .

9 029 030 031 031 036 027 029 028 .

10 042 037 040 035 033 028 029 034 035 .

11 041 039 040 037 042 041 034 037 035 024 .

12 044 041 043 041 045 041 034 039 036 031 0,09 .

13 039 045 044 041 038 033 033 042 036 037 038 041

14 037 042 043 037 042 030 026 033 035 031 030 033 025 .
15 049 0,50 049 046 049 037 036 043 043 040 033 038 032 034

* O nimero e 0 acesso correspondente sdo 0s mesmos descritos na Tabela 1.

I TN SR

1 Cinza P1 TO
4 Cinza P4 TO _|_|
2 Cinza P2 TO :IJ
3CinzaP3TO
5 ltumirim MG =]
6 Ribeirdo Vierm. MG
7 Pintado MG
8 MG
9 Roxo Jaboticaba SP
10 Roxo Aus, AUS
12 Roxo Aus. G25 AUS ———
11 Roxo Aus. 96A AUS ——
13A o MG
14 TO
15 GA-2 DF
0,05 0,10 0.15 0,20 0,25 0,30 0.35 0,40

Distancia genética

FIGURA 1 - Andlise de agrupamento de 15 acessos de
maracujazeiro com base na matriz de distancias
genéticas calculadas, utilizando-se de 187
marcadores RAPD. O método do UPGMA foi
utilizado como critério de agrupamento.

P1, P2, P3 e P4 (1; 2; 3 e 4) procedentes de Tocantins e pelos
acessos 5; 6; 7 e 8 procedentes de Minas Gerais. Dentro do
primeiro grupo, pode-se verificar maior similaridade entre os
acesosCinzaPl (1) eP4 (4). No segundo grupo, amenor distancia
genética foi observada entre P. edulis Pintado (7) e P. edulis
Vermelho (8). Com base na andlise do dendrograma, pode-se
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FIGURA 2 - Dispersdo gréfica dos 15 acessos de maracujazeiro
com base na matriz de distancias genéticas
calculadas, utilizando-se de 187 marcadores
RAPD. Os nimeros correspondem aos acessos
da Tabela 1. Acessos com 0 mesmo simbolo
formaram grupos de similaridade naFigura 1.

observar uma tendéncia de agrupamento entre aqueles acessos
procedentes da mesma regido geogréfica, considerando tanto
os diferentes estados brasileiros (Minas Gerais e Tocantins)
quanto paises (Austrdlia).

Outra tendéncia observada foi a separacéo dos acessos
de frutos amarelos em relacéo aos de frutos roxos nativos do
Brasil eintroduzidos daAustralia, considerando o ponto de corte
do dendrograma a uma distancia de 0,35. Tal separacdo indica
que, apesar de taxonomi camente pertencerem a mesma espécie,
0s acessos de frutos roxos e de frutos amarelados séo
geneticamente distintos. Portanto, torna-se conveniente
acrescentar a sua nomenclatura uma denominacdo referente ao
grupo ao qual pertence determinado acesso, como Passiflora
edulis grupo edulis, referindo-se ao material de casca arroxeada
e Passiflora edulis grupo flavicar pa, referindo-se ao material de
casca amarela. Tal possibilidade foi relatada por Bernacci et al.
(2005), embora as terminologias P. edulis f. edulis e P. edulis .
flavicarpa sejam muito utilizadas e mundialmente aceitas na
redacdo cientifica.

Ainda, houve uma claradistingdo dos acessos comerciais
com relacdo aos demais acessos silvestres, uma vez que as
cultivares Roxos da Austrdlia e Amarelo Comercia GA-2 nédo
foram agrupadas com qualquer outro acesso a uma distancia de
0,26. A mesmatendénciafoi verificada por Faleiro et al. (2004).
Tal fato se deve aos materiais selecionados em programas de
mel horamento possuirem caracteristi cas defini das pel o mercado,
principalmente em relacdo ao maior tamanho e uniformidade de
frutos, as quais ndo sdo tipicas dos acessos silvestres.

A grande variabilidade genética entre os acessos de P.
edulis evidencia a ampla base genética da espécie, abrindo boas
perspectivas para 0 uso dos acessos silvestres em programas de
mel horamento do maracujazeiro azedo. Sendo P. edulisaprincipal
espéciede uso comercia dentro do género Passiflora, autilizacdo
dos acessos silvestres em tais programas seria facilitada
considerando a provavel compatibilidade genética com os
acessoscomerciais. Além do uso em programas de melhoramento,
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0s acessos silvestres também sdo novas alternativas para o
mercado de consumo in natura, ornamental e medicinal.
Entretanto, o potencial de cada acesso silvestre deve ser
respaldado em estudos mais apurados referentes aos aspectos
agrénomicos e de heranca das diferentes caracteristicas de
interesse.

CONCLUSOES

1. Os acessos de P. edulis apresentaram grande variabilidade
genética, considerando os acessos silvestres e comerciais.

2. Maior similaridade genéticafoi verificada entre os acessos de
mesmaorigem geografica.

3. Os acessos com frutos amarelos apresentaram maior
distanciamento em rel agdo aos com frutos roxos nativos do Brasil
e introduzidos da Austrdlia.

4. A grande variabilidade genética entre os acessos de P. edulis
abre boas perspectivas para 0 uso dos acessos silvestres em
programas de melhoramento do maracujazeiro azedo ou como
alternativas para 0 mercado de consumo in natura, ornamental e
medicinal.
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