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MATERIAL EMETOROS

Foram analisados 9 acessos de Passiflora tenuifila de 3 geracdes diferentes de melhoramento.
Um acesso de Passiflora edulis foi utilizado como outgroup.

O DNA gendmico dos acessos foram extraidos a partir de folhas por meio do método do CTAB,
com modificagées (Faleiro et al., 2003). As amostras de DNA de cada acesso foram amplificadas
para obtengado de marcadores RAPD. As reagoes de amplificagdo foram realizadas em um volume
total de 13 pL, contendo Tris-HCI10 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 Taq polimerase e, aproximadamente, 15 ng de DNA.
Para obtengéo dos marcadores RAPD foram utilizados 8 primers decameros (Tabela 2). Foi utilizado
um termociclador programado para 40 ciclos, cada um constituido pela seguinte seqiéncia: 15
segundos a 94°C, 30 segundos a 35°C e 90 segundos a 72°C. Apés os 40 ciclos, foi realizada uma
etapa de extensdo final de seis minutos a 72°C, e posteriormente, a temperatura foi reduzida para

INTRODUEGAQ

Passiflora tenuifila € uma espécie silvestre de maracuja que tem recebido
atencao especial da pesquisa devido ao seu potencial uso como planta medicinal.
Para otimizar o sistema de produgdo desta espécie, trabalhos de melhoramento
genético visando produtividade e maior tamanho dos frutos sdo essenciais. A
variabilidade genética é a base do sucesso de programas de melhoramento e sua
avaliagdo e monitoramento nos diferentes ciclos de selecdo é de grande
importancia visando a obtengdo de ganhos genéticos.

OBIJERIVO

Avaliar a variabilidade genética de
nove acessos de Passiflora tenuifila de
trés geracdes de melhoramento,
utilizando marcadores moleculares
RAPD, para descobrir o possibilidade

4°C. Apods a amplificagdo, foram adicionadas, a cada amostra, 3 pl 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 tampao TBE (Tris-Borato 90 mM, EDTA 1 mM). A separacao eletroforética foi de,
aproximadamente, quatro horas, a 90 volts. Ao término da corrida, os géis foram fotografados sob luz
ultravioleta.

Os produtos das reagdes de amplificacdo (marcadores RAPD), foram classificados conforme

presencga (1) e auséncia (0) e convertidos em uma matriz de dados binarios, a partir da qual foi
estimada a dissimilaridade genética entre os diferentes acessos, com base no complemento do
coeficiente de similaridade de NEI & LI (1979), utilizando-se o Programa Genes (Cruz, 1997). Com
base na matriz de similaridade foi construido um dendrograma por meio do método de agrupamento
da distancia média (UPGMA), com auxilio do programa Statistica (Statsoft Inc,1999).

de ganhos de selegdo nas préximas
geragoes.

RESUILAOS

Os 8 primers utilizados geraram um total de 120
marcadores RAPD. A Figura 1 ilustra os produtos de
amplificacdo gerados com a utilizacdo do primer OPH-04.
Considerando apenas os acessos de P. tenuifila, foram obtidos
105 marcadores dos quais 75,2% foram polimorficos,
evidenciando a existéncia de variabilidade genética e a
eficiéncia da técnica de RAPD na detec¢do da variabilidade
genética presente nos gendtipos estudados. Dentre os primers
utilizados, o que evidenciou o maior nuimero de bandas
polimérficas foi o OPF-14 (16 bandas polimoérficas). Os primers
que evidenciaram o menor numero de bandas polimérficas
foram o OPH-12 e OPH-19 (ambos com 09 bandas
polimérficas) (Tabela 1).

As distancias genéticas entre os acessos de maracuja
variaram de 0,037 a 0,567 e, considerando apenas P. tenuifila,
de 0,037 a 0,372 (Tabela 2). A menor distancia foi obtida entre
as plantas 2 e 6 da 32 geragdo de melhoramento e a maior
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Tabela 2. Matriz de dissimilaridade entre 9 acessos de P. tenuifila, calculada
com base no cc ) do i de similari de Nei e Li,
utilizando-se 120 marcadores RAPD

[Ar#ss58 1 2 3 4 5 6 7 8 9

1 P tenuifia PL1 - 3 geragao mehoramento
P.tenuifla PL2 - 3 geragdo melhoramento .16
P.tenuifla PL3 - 3* geragdo mehoramento  0.74 0043
P. enuifla PLA - 3 geragdo melhoramento 0162 0075 0.057

P.tenuifla PLS - 3% geragdo mehoramento 0152 0107 0084 0052

P.tenuifia PL7— 3% gerago mehoramento 0159 0114 013 0137 0113 0108
P. tenuifla - BAG - 1° geragao
melhoramento

P. tenuifla - CPAC MJ-30-01 2% geragdo
melhoramento

2
3

4

s

6 Ptenuifla PLG - 3* geraiomehoramento 0183 0037 0083 0089  0.076
7

8 o2 oz 025 o020 o03u 0z o0z
]

028 0208 020 o0w7s 0212 019 0182 0372

10 P eduis 0513 0461 0449 048 0515 0486 0433 0471 056

Figura 1. Produtos de amplificagdo de DNA genémico de 9
acessos de Passiflora tenuifila ¢ )e 1 acesso de Passiflora
edulis (outgroup)3# /), utilizando o primer OPH_04. A seta

Tabela 1. Primers utilizados para obtengado dos marcadores RAPD e
respectivos numero de bandas polimérficas e monomorficas.

a 3 0 10

entre a plr:nta 1 (fa 3?2 geragé@o de melhoramento e a planta do Primer  Sequéncia 53’ h;oﬂ:en l;arlfr:g:: rgg:: r:g?f?ca:s
BAG da 12 geragéo de melhoramento. OPF-14  TGCTGCAGGT 6 3

A andlise de agrupamento mostrou uma reducéo da base OPG-05  CTGAGACGGA 12 1

. - OPG-08  TCACGTCCAC 13 3
genética a cada geragdo de melhoramento, o que aconteceu OPG-15 ACTGGGACTC 10 4

Iy 5 2 f OPH-04  GGAAGTCGCC 12 4
dewdo.a' selecdo das melhores plantas com rela?ao a maiores GEERER AceoGOMGT 5 5 0
produtividades e tamanho de frutos. Analisando-se as OPH-14  ACCAGGTTGG 13 5
distancias genéticas e a andlise de agrupamento, verifica-se OPH-19  CTGACCAGCC 994 246 Figura 2. Andlise de agrupamento de 9 acessos de P. tentifila, com base na

matriz de distancias genéticas calculadas com base no complemento do
coeficiente de dissimilaridade de Nei e Li, utilizando-se 120 marcadores
RAPD. O método do UPGMA foi utilizado como critério de agrupamento.
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que ainda existe variabilidade genética entre as plantas da 32
geracdo de melhoramento, indicando a possibilidade de
ganhos de sele¢ao na proxima geragao.

CONCLUSOES

Os marcadores RAPD mostraram a variabilidade genética entre acessos de
Passiflora tenuifila diferenciando claramente os acessos das 3 geragdes de
melhoramento. Os resultados evidenciam uma redugdo da base genética a cada ciclo
de selecdo, entretanto mostram uma variabilidade genética entre as plantas da 3?2
geracgao, indicando a possibilidade de ganhos genéticos na préxima geragéao.
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