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Resumo

O maracuja-da-caatinga (Passiflora cincinnata - Passifloraceae) € uma es-
pécie de maracuja nativo com potencial de uso tanto em areas de cultivo em
condic¢des de sequeiro quanto em cultivo irrigado. Nessa espécie, observa-se
uma consideravel diversidade no formato de frutos, flores e folhas, desta-
cando-se ainda o uso por causa de suas propriedades medicinais, e da tole-
rancia a doengas e ao deficit hidrico. O objetivo deste trabalho foi selecionar
iniciadores ISSR (Sequéncias Simples Repetitivas Internas) para avaliar a
diversidade genética em 15 acessos de P. cincinnata. Folhas frescas foram
coletadas no BAG de Maracuja da Embrapa Semiarido e utilizadas para a ex-
tracdo de DNA genémico e analise do polimorfismo de bandas produzidas por
iniciadores ISSR. Foram selecionados sete iniciadores polimorficos, os quais
amplificaram 621 bandas com tamanhos variando entre 200-2000 pb (média
de 88,7 bandas por iniciador), com um polimorfismo médio de 42,19%. Os
marcadores ISSR permitiram estimar a diversidade genética e geraram infor-
magoes Uteis para uso no programa de melhoramento genético.
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Introducao

Dentre as espécies nativas do género Passiflora, P. cincinnata € uma das que
apresenta maior potencial de mercado por causa da qualidade dos frutos,
além de possuir vantagens no cultivo por suas propriedades de tolerancia
a estresses bidticos e abidticos (Junqueira et al., 2005; Araujo et al., 2006).
Além disso, apresenta outros caracteres de interesse agrondmico (Araujo et
al., 2008), como maior longevidade, ampliado o periodo de florescimento, e
presenca de componentes quimicos de interesse para industria farmacéutica
(Junqueira et al., 2005; Meletti et al., 2005).

A variabilidade fenotipica intraespecifica encontrada entre os acessos de P.
cincinnata coletados em diferentes estados do Nordeste serviu de base para
a formacao de um Banco Ativo de Germoplasma (BAG) de Maracuja na Em-
brapa Semiarido para a conservagao e caracterizagéo desses recursos gené-
ticos (Aradjo et al., 2012).

Os marcadores moleculares ISSR (Sequéncias Simples Repetitivas Internas)
se destacam como um dos mais uteis na determinac¢ao do polimorfismo mo-
lecular em germoplasma melhorado e nao melhorado, cujo uso ja foi relatado
em diversas espécies vegetais, incluindo-se, dentre elas, o maracujazeiro
(Borba et al., 2005; Costa et al., 2012).

Este trabalho teve como objetivo contribuir para a caracterizagdo do BAG de
Maracuja da Embrapa Semiarido por meio do uso de marcadores de DNA do
tipo ISSR, buscando-se selecionar iniciadores e estimar a diversidade ge-
nética em 15 acessos de P. cincinnata para gerar informacgdes Uteis para os
programas de melhoramento genético de maracujazeiro.

Materiais e Métodos

Foram estudados 15 acessos de P. cincinnata provenientes do BAG de Mara-
cuja da Embrapa Semiarido, localizado no Campo Experimental da Caatinga,
em Petrolina, PE. As andlises foram realizadas no Laboratério de Biotecnolo-
gia da mesma instituigao.

A extracdo do DNA foi realizada utilizando-se o procedimento descrito por
Doyle e Doyle (1990). A quantificacdo do DNA foi estimada em gel de agarose
a 1% (p/v), mediante a comparagdo com o DNA de fago A (5 ng, 10 ng e 20
ng), corado com brometo de etidio. As amostras foram diluidas para 10 ng/pL
e armazenadas a -20 °C.
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As reagdes de amplificagéo por PCR (Reagéo em Cadeia da Polimerase) fo-
ram realizadas em termociclador Gene Amp 9600 (Applied Biosystems), onde
cada amostra foi aferida para um volume final de 12,5 yL, contendo: 20 ng de
DNA, 1x de tampéo, 3 mM de MgCl2, 0,2 mM de dNTP’s, 0,5 mM de iniciador,
0,7 U de Taq, ajustando-se o volume final com agua Milli-Q.

O programa de amplificagdo constou de uma etapa a 94 °C por 3 minutos,
seguida de 39 ciclos de: 94 °C por 45 segundos, anelamento a 50 °C por 1
minuto, e amplificacédo a 72 °C por 1 minuto, com extensao final a 72 °C por 7
minutos. Foram avaliados 15 iniciadores ISSR, objetivando-se selecionar os
mais polimorficos.

Os fragmentos foram separados por eletroforese em gel de agarose a 2%
(p/v), corado com brometo de etidio e submetidos a voltagem constante de
100 V por 3 horas. A visualizagdo dos fragmentos amplificados foi realizada
sob luz ultravioleta. O tamanho dos fragmentos foi estimado com marcador
de peso molecular 100 pb (Ludwig).

Resultados e Discussao

Foram selecionados sete iniciadores ISSR entre os 15 utilizados, em fungao
da nitidez, reprodutibilidade e polimorfismos das bandas geradas. Os sete
iniciadores selecionados amplificaram 621 bandas com tamanhos variando
entre 200-2.000 pb (média de 88,71 bandas). O numero total de fragmentos
obtidos por acesso variou de 14 a 136 bandas. Do total geral de bandas ob-
tidas, 262 foram polimérficas, o que representa uma média de 37,42 bandas
por acesso, com polimorfismo médio de 42,19% (Tabela 1).

Os sete iniciadores ISSR revelaram a existéncia de variabilidade genética
entre os acessos, sendo o0 acesso A8 aquele que apresentou o maior numero
médio de bandas (7,29), enquanto no acesso A10 foi obtido 0 menor nimeros
de bandas, com valor médio de apenas 4 bandas por iniciador (Tabela 1).
Neste caso, o numero de iniciadores utilizados é suficiente para estimar a
diversidade genética por causa do polimorfismo obtido, conforme ja relatado
para outras espécies de Passiflora (Santos et al., 2011; Costa et al., 2012).
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Tabela 1. Iniciadores ISSR utilizados na amplificagéo de fragmentos de DNA em 15 acessos de Passiflora cincinnata Mast., com suas res-
pectivas sequéncias, numero total de bandas (NTB), numero de bandas polimdrficas (NBP), percentagem de polimorfismo (P%), nimero
de bandas por genotipos (NBG) e amplitude de fragmentos gerados (AF).

1-DIGA3'C GAGAGAGAGAGAGAGAC 68 49 72,05 5 5 6 1 1 2 = 4 8 7 1 9 6 4 ¢ 200-1100

2-DiIGT5'CR CRGTGTGTGTGTGTGTGT 106 58 5471 6 9 5 6 9 3 © 7 9 8 8 8 7 4 8 350-2000

3-DIGT5'CY CYGTGTGTGTGTGTGTGT 93 18 19,35 6 4 7 6 5 7 4 4 5) 9 6 © 8 5 8 350-800
4-TriCAC3'YC CACCACCACCACCACYC 101 27 26,73 7 9 9 6 5] 6 6 7 4 9 6 6 6 6 9 200-1500

5-TriCAC5CR  CRCACCACCACCACCAC 136 22 16,17 9 9 e 9 e © ¢ O 9 8 10 7 1" 1" 8 200-1250
7-TriCAG CAGCAGCAGCAGCAG 103 81 7864 8 8 10 - 5 9 9 ¢ 7 9 7 7 9 6 - 350-1250
9-TriCAG3'YC CAGCAGCAGCAGCAGYC 14 7 50 - 6 5 - - - - 3 - - - - - - - 350-1250
Total 621 262 4219 41 50 51 28 34 36 37 43 42 50 38 46 47 36 42

P(%) 66 8 82 45 55 58 6 7 68 8 6,1 74 75 58 68

Média 88,71 37,42 586 7,14 729 4 486 514 528 6,1 6 714 543 657 6,71 514 6

*R=A+G;Y=C+T
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Conclusao

Os iniciadores ISSR DIiGA3'C, DIGT5CR, DIiGT5CY, TriCAC3YC,
TriCAC5’CR, TriCAG e TriCAG3’YC séo eficientes para a caracterizagéo e
geracgao de informacgdes sobre o polimorfismo entre acessos de P. cincinna-
ta, sugerindo-se seu uso como marcadores moleculares para a analise da
diversidade genética e em auxilio aos programas de melhoramento genético.
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