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INTRODUCAQ

O maracuja-doce (Passiflora alata Curtis), conhecido popularmente por maracuja de refresco,
maracuja de comer, maracuja-alado ou maracuja-guacu, apresenta importancia econémica como
fruto para consumo in natura. Pode ser comercializado em embalagem especial ou vendido em
unidades nos locais de maior poder aquisitivo do Brasil, mas representa uma peguena parcela,
guando comparado ao maracujazeiro-azedo (Junqueira et al., 2005).

Apesar da grande importancia e do potencial econdomico do maracuja-doce , ainda ndo ha nenhum
cultivar comercial lancado com caracteres definidos e garantia de origem. Os plantios comerciais
tém-se limitado simplesmente ao emprego de sementes botanicas.

Segundo Cunha (1998), estudos acurados e detalhados da variabilidade genética do
maracujazeiro poderao indicar recursos geneticos valiosos, sejam novas espécies nos sistemas de
producao ou genes de espeécies silvestres ou selvagens uteis ao melhoramento das atuais espécies
cultivadas.

QEJIETIVQ

Estudar a variabilidade de 17 acessos de P. alata mantidos no banco de germoplasma da Embrapa
Cerrados utilizando-se marcadores moleculares RAPD (“Random Amplified Polymorphic DNA”)

Figura 1. Maracujazeiro-doce silvestre (1), comercial (2) e diferente formatos de frutos (Tipo A, D, E, F, G, I, J).
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MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 17 acessos de maracuja-doce (9 comerciais e 8 silvestres) com diferentes
formatos de frutos (Figura 1). Um acesso de P. quadrangularis e um de P. edulis foram utilizados
como “out group” (Tabela 1). Folhas de cada acesso foram coletadas e o DNA gendmico extraido
utilizando o método do CTAB, com modificacOes (Faleiro et al., 2003). Amostras de DNA de cada
material genético foram amplificadas para obtencéo de marcadores RAPD.

As reacoes de amplificacao foram feitas em um volume total de 13 uL, contendo Tris-HCI 10 mM
(pH 8,3), KCI 50 mM, MgCI2 3 mM, 100 uM de cada um dos desoxiribonucleotidios (dATP, dTTP,
dGTP e dCTP), 0,4 uM de um “primer” (Operon Technologies Inc., Alameda, CA, EUA), uma unidade
da enzima Tag polimerase e, aproximadamente, 15 ng de DNA. Para obtencao dos marcadores RAPD
foram utilizados 16 primers decameros:. OPD (04, 07, 08 el16), OPE (18 e 20), OPF (01, 14 ), OPG
(08), OPH (12 e 16). As amplificacOes foram efetuadas em termociclador programado para 40 ciclos,
cada um constituido pela seguinte seqtiéncia: 15 segundos a 94 °C, 30 segundos a 35 °C e 90
segundos a 72 °C. Apos os 40 ciclos, foi feita uma etapa de extensao final de seis minutosa 72 °C, e
finalmente, a temperatura foi reduzida para 4 °C. Apos a amplificacdo, foram adicionados, a cada
amostra, 3 ul de uma mistura de azul de bromofenol (0,25%) e glicerol (60%) em agua. Essas
amostras foram aplicadas em gel de agarose (1,2%), corado com brometo de etidio, submerso em
tampéao TBE (Tris-Borato 90 mM, EDTA 1 mM). A separacao eletroforética foi de, aproximadamente,
guatro horas, a 90 volts. Ao termino da corrida, os géis foram fotografados sob luz ultravioleta.

Os marcadores RAPD gerados foram convertidos em uma matriz de dados binarios, a partir da qual
foram estimadas as distancias genéticas entre os diferentes acessos, com base no complemento do
coeficiente de similaridade de Nei & Li, utilizando-se o Programa Genes (Cruz, 1997). A matriz de
distancias genéticas foi utilizada para realizar a analise de agrupamento, por meio de dendrograma
com o auxilio do Programa Statistica (Statsolf Inc., 1999) , utilizando o méetodo do UPGMA como
criterio de agrupamento. Um grafico de dispersédo em 3D dos acessos foi estabelecido com base no
metodo das coordenadas principais.

Tabela 1. Acessos de maracujazeiro analisados.

N° Espécie Acesso Estado Codigo N° Espécie Acesso Estado Cédigo

1 Fassiffora alata Curtis "Avé - Tipo I” DF CPAC MJ-02-01 11 Fassifiora afara Curtis *4 nectarios” DF CPAC MJ-02-1Z
2 Fassiffora afata Curtis "Avo - Tipo J* DF CPAC MJ-02-02 12  FPassiflora alata Curtis. *Alto Paraiso® GO CPAC MJ-02-13
3 Fassifiora alata Curtis “Filha - Tipo A" DF CPAC MJ-02-03 13 Fassifiora alata Curtis "Santa Catarina” SC CPAC MJ-02-14
4 Fassiffora alata Curtis “Filha - Tipe D~ DF CPAC MJ-02-04 14  Fassifiora afata Curtis "Mato Grosso do Sul” MS CPAC MJ-02-1E
S  Fassiffora afata Curtis “Filha - Tipo E® DF CPAC MJ-02-05 15  Fassifiora afata Curtis "Silvestre 1° DF CPAC MJ-02-1€
& Fassifiora alata Curtis “Filha - Tipo F* DF CPAC MJ-02-06 18  Fassifiora afara Curtis "Silvestre 2° DF CPAC MJ-02-17
7 Fassifiora alata Curtis “Filha - Tipo G” DF CPAC MJ-0Z2-07 17  Fassifiora afata Curtis "Cerraddo” BF CPAC MJ-02-1E
a Fassiffora afata Curtis “Filha - Tipo |* DF CPAC MJ-0Z-08 18 Fassiflora quadranguiarnis " Comunidade Krahd” TO CPAC MJ-07-01
S  Fassifiora alata Curtis “Filha - Tipo J” DF CPAC MJ-02-09 19 Fassiffora edulis TOA-LT DF CPAC MJ-21-0z
10 Passifiora alata Curtis. “Brinco” BA CPAC MJ-02-10 1-9 (acessos comerciais); 10-17 (acessos sivestes); 18e 198 (our group)
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Os 11 primers decameros geraram um total de 140 marcadores Tabela 2. Primers utilizados para obtencao dos marcadores RAPD para

acessos de Passiflora alata e respectivos numero de bandas

RAPD, perfazendo uma média de 12,7 marcadores por primer. Do total polimérficas e monomérficas.

de marcadores, considerando-se ap.)en,as. 0S acgssos. de P. alata, » RS N° de bandas  N° de bandas ST R R
observou-se 87 (62,12%) bandas polimorficas, evidenciando a grande AEr - Sl EnelE! polimérficas monomérficas
variabilidade intraespecifica (Tabela 2). A Figura 2 ilustra os produtos  OPD-04 TCTGGTGAGG 8 11 |
e e . OPD-07 TTGGCACGGG 12 2 'S 8 £
de amplificagcao gerados com a utilizagao do primer OPF-14. OPD-08 GTGTGCCCCA 5 5 & -
A analise de agrupamento realizada com base nas distdncias  ©PD-16 AGGGCGTAAG 7 S
e .. . OPE-18 GGACTGCAGA 4 6
genéticas, permitiu subdividir os 19 acessos em, pelo menos, sete  ope.-20 AACGGTGACC 4 5
grupos de similaridade genética, considerando o ponto de cortea uma  OPF-O1 ACGGATCCTG 6 O
oA . . OPF-14 TGCTGCAGGT 11 6
distancia geneticade 0,15 (Figura 3). OPG-08 TCACGTCCAC 9 1 _ — -
O maior grupo foi formado por 9 acessos, todos comerciais. A (82 ACCCECATET 12 z e e s 10 0
similaridade desse grupo é explicada pela mesma origem geneética dos TOTAL 37 53
acessos. Entretanto, observa-se uma variabilidade genética dentro do
grupo, a qual pode ser explicada pela selecao previa dos acessos com Pz Tipo |-avé
. . A . a2 Tipo A-filha - 1 4
base no formato dos frutos (Tipos A, D, E, F, G, | e J). As distancias Fa Tipo O-filha s - o4 | - oo o,
L, . ] o~ Fa Tipo J-ava - 20
genéticas dentro do grupo variaram entre 0,086 e 0,171 (Dados nao Ps Tipo F-filha f ! 008 [ ? 0‘351
A . Fa Tipa E-filh ] b 12 6 o
apresentados). As menores distancias foram verificadas entre o0s £a Tipn 6-filha 5 . " 3 o o 5
: : : : o : vy cerm Fz Tipo I-filh ] R 10 70
acessos “Filha Tipo A” e “Filha Tipo D” e entre “Filha Tipo I” e “Filha F3 Tipo Milha = ] ) e H o
. . . P2 "3 nectarios . ¢ :F 17 15
Tipo J”, sendo de 0,086 e 0,101, respectivamente. Fa Alto Farsics g 00 ¢ . 18
: o : Pz 5L » 3
Os demais grupos formados foram constituidos especialmente por Pa "Silvestre-1" o 0101 i
. , . - ;. Pa "silvestre- 2" g
acessos silvestres, com notavel variabilidade genética entre os aqueles Pa "Ceradin" | -’_ 016§ .
-~ , £ - . . Fa MS ! :
procedentes de regidoes geograficas distintas. Os acessos ‘“Mato i mmoeiaify o o, y
. ’s . . Faz "Brinco" ] e e .-
Grosso do Sul” e “Brinco” foram os mais divergentes dos P. alata. O Pet G2 : = s
. . . . . . N R it = g e
acesso que mais se distanciou geneticamente dos demais foi o P. edulis 000 005 040 045 020 025 030 035 040 045 050 %, ﬁ;‘\x f;rbﬂ-zﬁm
e e - ﬁ:& e B <J
GA-2, utilizado como “out group”. A espécie P. guadrangularis, Listancia Genetios S

também utilizada como “out group”, apresentou-se mais proxima  Figura 3. Analise de agrupamento de 19 acessos de maracujazeiro com

: d de P. alata auando comparada ao P. edulis base na matriz de distancias genéticas calculadas utilizando-se
geneticamente dos acessos de P. alata qu P - eau 140 marcadores RAPD. O método do UPGMA foi utilizado como
GA-2. AFigura4 ilustra os resultados discutidos acima.

CONCILUSOES

Observou-se a existéncia de elevada variabilidade genética entre acessos de P. alata, sendo que
0S acessos silvestres foram os gque mais contribuiram para a ampliacdo da base genetica dos
materiais estudados. Nesse sentido, ha uma boa perspectiva para o aproveitamento de tal

Figura 4. Dispersao grafica em 3D de 19 acessos de maracujazeiro com base na
matriz de distancias geneticas calculadas utilizando-se 140 marcadores
RAPD. Os numeros correspondem aos acessos da Tabela 1.
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