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Resumo: A quantificacéo da variabilidade genética existente entre matrizes selecionadas no programa de
melhoramento genético do Passiflora quadrangularis é importante a cada ciclo de selegdo recorrente. Neste
trabalho, objetivou-se caracterizar e quantificar a variabilidade genética de 13 matrizes selecionadas de P.
guadrangularis utilizando marcadores moleculares ISSR e RAPD. Um acesso de P. quadrangularis, um de
P. alata e um hibrido interespecifico de P. alata x P. quadrangularis foram incluidos nas analises como
outgroups. Para tanto, amostras de DNA genémico de cada gendtipo foram extraidas, quantificadas por
espectrofotometria e amplificadas utilizando-se primers para marcadores RAPD e ISSR. Os marcadores
moleculares obtidos foram transformados em uma matriz de dados binarios. Essa matriz foi utilizada para
estimar as dissimilaridades genéticas entre os genétipos. O agrupamento foi obtido por meio de
dendrograma, utilizando o método Unweighted Pair-Group Method using Arithmetic Avarages. A dispersao
grafica foi baseada em escalas multidimensionais, usando o método das coordenadas principais. Os
marcadores RAPD e ISSR foram (teis para quantificar a variabilidade genética das matrizes selecionadas
de P. quadrangularis, sendo que a PL6 e PL12 foram as que apresentaram maior dissimilaridade em
relacdo as demais matrizes. Os marcadores RAPD e ISSR foram complementares na caracterizagao dos
gendtipos, sendo que os marcadores ISSR permitiram maiores estimativas de dissimilaridades e maior
diferenciacéo desses gendtipos.

Palavras chaves: Genética molecular, Passifloras silvestres, Selecao recorrente.

Variability of selected matrices of Passiflora quadrangularis L. based on ISSR and RAPD
markers

Abstract: The quantification of genetic variability among selected matrices of Passiflora quadrangularis is
important for each recurrent selection cycle in the genetic improvement program. The objective of this work
was to characterize and quantify the genetic variability of 13 selected matrices of P. quadrangularis using
molecular markers ISSR and RAPD. One access of P. quadrangularis, one of Passiflora alata and one
interspecific hybrid of P. alata x P. quadrangularis were included in the analyzes as outgroups. Genomic
DNA samples from each genotype were extracted, quantified by spectrophotometry and amplified using
primers for RAPD and ISSR markers. The molecular markers obtained were transformed into a binary data
matrix. This matrix was used to estimate the genetic dissimilarities among the genotypes. The grouping was
obtained by dendrogram using the Unweighted Pair-Group Method using Arithmetic Avarages. The
dispersion graphic was based on multidimensional scales, using the principal coordinate method. The RAPD
and ISSR markers were useful to quantify the genetic variability of the P. quadrangularis selected matrices.
PL6 and PL12 were the most dissimilar in relation to the other matrices. The RAPD and ISSR markers were
complementary in the characterization of the genotypes, and the ISSR markers allowed greater estimates of
dissimilarities and greater differentiation of these genotypes.

Keywords: Molecular genetics, Wild passifloras, Recurrent selection.
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Introducdao

A espécie Passiflora quadrangularis é
também conhecida no Brasil como maracuja-
meldo, em funcdo do tamanho, formato e
consumo de seus frutos. Os frutos normalmente
possuem mais de 1 Kg de massa, sdo de cor
amarelada quando maduros e possuem formato
oblongo. O habito de consumo dos frutos desta
espécie é bastante peculiar, pois além da polpa, o
mesocarpo também pode ser consumido
diretamente (Martin & Nakasone, 1970). E uma
planta trepadeira que além de ser utilizada para
alimentacéo, estuda-se seu uso ornamental, por
possuir flores grandes, coloridas e aromaticas.

Devido, principalmente as caracteristicas
de fruto, a espécie P. quadrangularis, apresenta
um imenso potencial comercial a ser explorado. A
planta pode ser usada diretamente na
diversificacédo de sistemas de produgéo visando a
comercializacdo de frutas frescas e produtos
processados de alto valor agregado. Para o
desenvolvimento de cultivares, a elaboracdo de
trabalhos de pesquisa bésica nas areas de
conservagdo e caracterizagdo dos recursos
genéticos e pesquisa aplicada voltada para o
melhoramento genético sdo essenciais (Faleiro et
al.,, 2015). Dentro deste contexto, a espécie P.
guadrangularis tem sido trabalhada na Embrapa.
Por meio de ciclos de recombinagdo e selecéo
esta sendo possivel a selecdo de matrizes
promissoras com maior produtividade e
adaptadas ao cultivo na regido do Cerrado, tendo
em vista que a regido do Distrito Federal vem se
destacando na producéo de frutiferas.

No programa de melhoramento genético de
P. quadrangularis, o emprego dos marcadores
moleculares tem auxiliado em diferentes etapas,
envolvendo a caracterizacdo de recursos
genéticos, estudos de variabilidade genética entre
matrizes selecionadas e confirmagdo da
fecundagdo cruzada durante o avanco de
geracoes.

A  Dbiotecnologia tem avancado e
desenvolvido solucBes tecnoldgicas em todos os
campos da ciéncia, especialmente, ferramentas
aplicadas a agropecuaria. Exemplos dessas
ferramentas sdo os marcadores moleculares do
DNA que tém sido cada vez mais utilizados nas
atividades relacionadas ao melhoramento
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genético, pois apresentam varias aplicacbes nas
mais diferentes etapas, desde a caracterizacao
dos recursos genéticos, pré-melhoramento,
melhoramento e pds-melhoramento, permitindo
analises diretas de gendtipos, sem influéncia
ambiental (Faleiro, 2011, Myburg et al., 2014,
Barbosa et al., 2015, Camargo et al., 2017,
Fonseca et al., 2017, Taheri et al., 2018 & Oliveira
et al., 2019).

A caracterizagdo e quantificacdo da
variabilidade genética de matrizes selecionadas é
importante, pois permite estabelecer
relacionamentos genéticos entre tais matrizes e
analisar a base genética do programa de
melhoramento tendo em vista a manutencéo da
variabilidade durante os ciclos de selegcédo
recorrente para maximizar os ganhos genéticos e
diminuir os efeitos da endogamia que sdo comuns
em diferentes espécies do género Passiflora.
Neste sentido, objetivou-se caracterizar e
guantificar a variabilidade genética de matrizes
selecionadas de P. quadrangularis, utilizando
marcadores moleculares ISSR e RAPD.

Material e métodos

O estudo foi realizado no Laboratério de
Genética e Biologia Molecular da Embrapa
Cerrados. Foram caracterizadas 13 matrizes
selecionadas de P. quadrangularis com base na
produtividade, qualidade fisica e quimica dos
frutos, adaptabilidade a sistemas de producao no
Cerrado e resisténcia a doencas. Um acesso de
P. quadrangularis (CPAC MJ-07-03), um de P.
alata (CPAC MJ-02-19) e um hibrido
interespecifico de P. alata x P. quadrangularis
(CPAC MJ H-44) do Banco Ativo de
Germoplasma 'Flor da Paixdo' (BAG) foram
incluidos nas andlises como outgroups. As
matrizes selecionadas de P. quadrangularis estao
sendo avaliadas, dentro do programa de
melhoramento genético realizado na Embrapa e
parceiros, quanto as caracteristicas agronémicas
de interesse.

A metodologia de extracdo de DNA foi a do
CTAB, com algumas modificacdes (Faleiro et al.,
2003). O tecido vegetal fresco foi macerado
usando nitrogénio liquido com auxilio de um
bastdo de vidro e, em seguida, foram adicionados
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em cada amostra, 450 yL de tamp&o contendo
Tris-HCI 100 uM (pH 8,3), CTAB 7%, EDTA 20
mM, NaCl 1,4 M. As amostras seguiram para
banho-maria a 65 °C, por 30 minutos. A
desproteinizacéo foi realizada adicionando-se 400
ML de solugdo cloroférmio: &lcool isoamilico
(24:1). Em seqguida, as amostras foram agitadas
para a formacdo de uma emulsdo e, na
sequéncia, centrifugadas a 5.000 rpm por cinco
minutos, retirando-se, aproximadamente, 200 pL
do sobrenadante que foi colocando em
microtubos do tipo eppendorf de 2 mL.

Foram adicionados ao sobrenadante, 200
pL de isopropanol gelado (5 °C), invertendo-se os
microtubos para promover a precipitacdo do DNA.
Em sucessao, os tubos colocados na geladeira,
permanecendo por 30 minutos e, em
continuidade, os tubos foram centrifugados a
7.000 rpm, por dez minutos, descartando-se o
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sobrenadante. O pellet formado foi lavado, por
duas vezes, com 200 pyL de etanol a 70% e
secado na temperatura do ar ambiente. Apds
completamente seco, o pellet foi ressuspendido
em 100 pyL de agua ultrapura, contendo RNAse
na concentragédo de 40 uL/mL.

A quantidade de DNA foi estimada por
espectrofotometria a 260 nm (A,g), € a relagéo
AssolAzgo fOi utilizada para avaliar a pureza e a
gualidade das amostras (Sambroock et al., 1989).
As amostras de DNA de cada acesso foram
diluidas para 5 ng/uL. Foram realizadas as
amplificacbes das amostras de DNA via PCR
(Reacdo em Cadeia da Polimerase) testando-se 7
iniciadores para marcadores ISSR (Inter Simple
Sequence Repeats) e 13 iniciadores decameros
para marcadores RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA) (Tabela 1).

Tabela 1- Iniciadores utilizados para obtencdo dos marcadores ISSR e RAPD para 16 acessos de
Passiflora e respectivos nimeros de bandas polimérficas (BP) e monomérficas (BM). Embrapa

Cerrados, Planaltina, DF, 2017.

Pimers ISSR Sequéncia 5°—3’ BP BM
“ISSR-5 AGCAGCAGCAGCAGC 13 -
ISSR-6 AGGAGGAGGAGGAGG - -
"ISSR-7 CAGCAGCAGCAGCAG 13 -
ISSR-8 CGAGAGAGAGAGAGA - -
ISSR-13 GAGAGAGAGAGAGAG - -
‘ISSR-14 AGAGAGAGAGAGAGA 13 -
“ISSR-15 GTGTGTGTGTGTGTGT 5 -
Total 44 -
Primers RAPD Sequéncia 5’ —3’ BP BM
"OPD-07 TTGGCACGGG 8 2
"OPD-08 GTGTGCCCCA 12 -
OPD-10 GGTCTACACC - -
OPE-16 GGTGACTGTG - -
OPE-18 GGACTGCAGA - -
OPF-17 AACCCGGGAA - -
OPG-01 CTACGGAGGA - -
"OPG-05 CTGAGACGGA 22 4
"OPG-08 GGCTCATGTG 16 7
OPG-17 ACGACCGACA - -
"OPH-04 GGAAGTGCCC 11 1
"OPH-12 ACGCGCATGT 6 5
"OPH-16 TCTCAGCTGG 15 -
Total 90 19

Primers utilizados nas amplifica¢gBes; - ndo amplificou.
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Para obtencdo dos marcadores ISSR, o
DNA foi amplificado utilizando-se os iniciadores
listados na tabela 1. A reacao de amplificacéo foi
composta por 20 ng de DNA gendmico, 1 unidade
de Tag DNA polimerase, 0,3 uM de primer em
uma solucao de 13 pl, contendo Tris-HCI 10 mM
(pH 8,3), KCI 50 mM, MgCI2 3 mM, 100 puM de
cada um dos desoxiribonucleotidios (dATP, dTTP,
dGTP e dCTP).

A amplificag8@o para ISSR foram realizadas
em termociclador (PTC-100™ Programmable
Thermal Controller), no qual as amostras foram
inicialmente desnaturadas a 94 °C por 2 min,
seguidos de 37 ciclos: iniciando-se com 15 s a 94
°C, 30 s a47°C, 1 mina 72 °C extensao final a
72 °C por 7 min, e resfriado a 4 °C.

As reagcbes de amplificacdo para a
obtencdo de marcadores RAPD foram efetuadas
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) (Tabela 1), uma unidade da enzima Taq
polimerase e, aproximadamente, 15 ng de DNA.

As amplificacbes para obtencdo de
marcadores RAPD foram efetuadas em
termociclador ~ (PTC-100™ Programmable
Thermal Controller), programado para 40 ciclos,
cada um composto pela seguinte sequéncia: 15 s
a94°C,30sa35° e 90 s a72°C e extensdo
final de seis minutos a 72 °C, e resfriado a 4 °C.

ApOs a amplificacdo, foram adicionados, a
cada amostra, 3 yl 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 tampéo TBE (Tris-Borato 90 mM,
EDTA 1 mM). A separacdo eletroforética foi de
aproximadamente quatro horas, a 90 volts. Ao
término da corrida, os géis foram fotografados
sob luz ultravioleta.

Os marcadores ISSR e RAPD gerados
foram convertidos em uma matriz de dados
binarios, a partir da qual foi estimada a
dissimilaridade genética entre os diferentes
gendtipos, com base no complemento do
coeficiente de similaridade de Nei e Li (Nei & Li,
1979), utilizando o Programa Genes (Cruz, 2007).
A similaridade genética (SG) foi dada por: Sgij =
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2Nij/(Ni + Nj), onde: Nij € o nimero de bandas
presentes em ambos o0s genotipos i e j; Ni e Nj é
0 numero de bandas presentes no genétipo i e |,
respectivamente; e, subtraido o valor de SG da
unidade (1 - SG), foi obtida a dissimilaridade
genética.

A matriz de dissimilaridade genética foi
empregada para realizar andlises de
agrupamento por meio de dendrograma,
utiizando o método do UPGMA (Unweighted
pairgroup method arithmetic average) (Sneath &
Sokal, 1973) como critério de agrupamento,
utiizando o programa Genes (Cruz, 2013) e a
dispersdo gréfica baseada em escalas
multidimensionais, usando o método das
coordenadas principais, com auxilio do Programa
SAS Institute Inc. (SAS, 2008) e Statistica Inc.
(Statsoft, 2007). Para realizacdo do ponto de
corte, foi utilizado o critério subjetivo, utilizando a
experiéncia da equipe do programa de
melhoramento.

Resultados e discussao

Dos sete primers ISSR utilizados, um total
de quatro foram eficientes na amplificagdo dos
marcadores. Para os marcadores RAPD, sete dos
13 primers utilizados amplificaram o DNA da
espécie. Os marcadores selecionados para as
andlises foram aqueles que geraram maior
guantidade de  bandas  polimérficas e
apresentaram melhor qualidade das
amplificagBes (Tabela 1).

Os quatro primers utilizados para obtencéo
de marcadores ISSR dos 16 genétipos geraram
um total de 44 marcadores moleculares
polimérficos, perfazendo uma média de 11
marcadores por primer (Tabela 1). N&do foram
observados marcadores ISSR monomorficos,
evidenciando um alto polimorfismo entre os
gendtipos analisados, incluindo acessos das
espécies P. quadrangularis e P. alata (Figura
1A). Elevado polimorfismo entre acessos e
espécies do género Passiflora por meio de
marcadores ISSR também foi verificado por
Sousa et al. (2015), Costa et al. (2012), Santos et
al. (2011), Fonseca et al. (2017) e Oliveira et al.
(2019).
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Figura 1 - Perfil eletroforético dos marcadores ISSR (A) e RAPD (B) para os 16 acessos de Passiflora spp.
usando os primers 5-58489 (A) e OPG-08 (B). Embrapa Cerrados, Planaltina, DF, 2017.
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Legenda: 1. P. alata (CPAC MJ-02-19) 2. P. quadrangularis (CPAC MJ-07-03), 3. P. quadrangularis PL1 4. P.
quadrangularis PL2, 5. P. quadrangularis PL3, 6. P. quadrangularis PL4, 7. P. quadrangularis PL5, 8. P.
quadrangularis PL6, 9. P. quadrangularis PL7, 10. P. quadrangularis PL8, 11. P. quadrangularis PL9, 12. P.
quadrangularis PL10, 13. P. quadrangularis PL11, 14. P. quadrangularis PL12, 15. P. quadrangularis PL13,

16. P. quadrangularis x P. alata (CPAC MJ H-44).

Esse elevado polimorfismo de marcadores
ISSR para genétipos de P. quadrangularis, P.
alata e P. alata x P. quadrangularis verificado no
presente trabalho pode ser explicado pela
eficiéncia da técnica na diferenciacdo dos
genatipos e pela variabilidade interespecifica que
foi analisada.

Com base nos marcadores ISSR, as
distdncias genéticas estimadas variaram de 0,00
(entre os acessos 11. P. quadrangularis PL9 e 12.
P. quadrangularis PL10) a 1,00 (entre 0s acessos
15. P. quadrangularis PL13 e os acessos 1. P.
alata (CPAC MJ-02-19), 7. P. quadrangularis PL5,
11. P. quadrangularis PL9, 12. P. quadrangularis
PL10 e 14. P. quadrangularis PL12) (Tabela 2).
N&o foi verificada dissimilaridade genética entre
as matrizes (PL9) e (PL10). Também foi

evidenciado pela matriz, que os valores de
dissimilaridade mostram a proximidade existente,
entre o acesso original P. quadrangularis (CPAC
MJ-07-03) e as matrizes selecionadas, com
excecao da matriz (PL 12), que apresentou uma
distancia de 0,57 em relacdo ao acesso original.
Este valor de dissimilaridade genética é um
indicativo que a matriz PL12 possa ser um hibrido
interespecifico entre P. quadrangularis e P. alata.

Andlises de agrupamento e disperséo
grafica, com base na matriz de dissimilaridade
genética obtida utilizando os marcadores ISSR
evidenciaram a divergéncia entre os genotipos
analisados (Figura 2). O ajuste das medidas de
dissimilaridade e das distancias graficas foi
adequado com base no alto coeficiente de
correlacao cofenética (r=0,85).
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Tabela 2 - Matriz de dissimilaridade genética entre 16 gendtipos de P. alata, P. quandrangularis e P.
guadrangularis x P. alata, calculadas com base no complemento do coeficiente de similaridade
de Nei e Li, utilizando 44 marcadores ISSR. Embrapa Cerrados, Planaltina, DF, 2017.

Acessos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
1 0,00 0,56 0,39 0,57 0,41 044 0,39 0,71 045 0,65 045 0,45 0,65 0,65 1,00 0,44
2 0,00 0,02 0,23 0,09 0,05 035 0,20 0,07 0,28 037 0,37 0,24 0,57 0,47 0,37
3 0,00 0,16 0,07 0,06 0,32 0,29 0,05 0,38 0,32 0,32 0,35 0,65 0,56 0,41
4 0,00 0,02 0,07 041 0,28 0,05 048 0,39 0,39 044 1,00 044 043
5 0,00 0,05 0,30 0,23 0,05 0,32 026 0,26 0,29 0,61 053 0,42
6 0,00 0,26 0,25 0,08 0,33 0,29 029 0,30 0,63 0,53 0,42
7 0,00 0,43 0,15 0,48 0,09 0,09 0,48 048 1,00 0,39
8 0,00 0,11 028 049 049 025 061 045 0,26
9 0,00 0,30 029 0,29 0,27 0,60 051 0,37
10 0,00 0,36 0,36 0,03 0,36 0,36 0,43
11 0,00 0,00 0,42 0,42 1,00 0,41
12 0,00 0,42 0,42 1,00 0,41
13 0,00 0,39 0,28 0,35
14 0,00 1,00 0,29
15 0,00 0,38
16 0,00

Legenda: 1. P. alata (CPAC MJ-02-19) 2. Passiflora quadrangularis (CPAC MJ-07-03), 3. P. quadrangularis PL1 4. P.
quadrangularis PL2, 5. P. quadrangularis PL3, 6. P. quadrangularis PL4, 7. P. quadrangularis PL5, 8. P.
quadrangularis PL6, 9. P. quadrangularis PL7, 10. P. quadrangularis PL8, 11. P. quadrangularis PL9, 12. P.
quadrangularis PL10, 13. P. quadrangularis PL11, 14. P. quadrangularis PL12, 15. P. quadrangularis PL13 e
16. P. quadrangularis x P. alata (CPAC MJ H-44).

Magistra, Cruz das Almas — BA, V. 31, p.490-501, 2020



496

Figura 2 - Dendograma e dispersdo grafica de 16 acessos de P. alata, P. quadrangularis e P.
quadrangularis x P. alata, com base na matriz de dissimilaridade genética calculada utilizando-
se 44 marcadores ISSR. O método do UPGMA foi utilizado como critério de agrupamento. O
método das coordenadas principais foi utilizado na analise de dispersdo gréafica. O valor do
coeficiente de correlacéo cofenética (r) foi de 0,85. Embrapa Cerrados, Planaltina, DF, 2017.

P. alata CPAC MJ-02-19

P. quadrangularis CPAC MJ-07-03
P. quadrangularis PL1

P. quadrangularis PL4

P. quadrangularis PL2

P. quadrangularis PL3

P. quadrangularis PL7

P. quadrangularis PL6

P. quadrangularis PL5

P. quadrangularis PL9
P. quadrangularis PL10

~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~

P. quadrangularis PL8 !
P. quadrangularis PL11 -
P. quadrangularis PL13
P. quadrangularis PL12
P. quadrangularis X P. alata CPAC MJ-H-44
0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
Dissimilaridade genética
0,3 - )
o4
0,2 5
° 19
0,1 <L
a 9 o7
N 2
5 0,0 eg 12011
5 e 15
9 -0,1
O 13
L J
-0,2 o0 " L
-0,3
-0,4
e14
-0,5 B
-0,6 -0,4 -0,2 0,0 0,2 0,4
Coord. 1

Legenda: 1. P. alata (CPAC MJ-02-19) 2. Passiflora quadrangularis (CPAC MJ-07-03), 3. P. quadrangularis PL1 4. P.
quadrangularis PL2, 5. P. quadrangularis PL3, 6. P. quadrangularis PL4, 7. P. quadrangularis PL5, 8. P.
quadrangularis PL6, 9. P. quadrangularis PL7, 10. P. quadrangularis PL8, 11. P. quadrangularis PL9, 12. P.
quadrangularis PL10, 13. P. quadrangularis PL11, 14. P. quadrangularis PL12, 15. P. quadrangularis PL13

Além da divergéncia entre 0os acessos, as
analises de agrupamento mostraram a formacgéo
de quatro grupos de similaridade, considerando
como o ponto de corte a distancia genética média
de 0,4. Observou-se que, o acesso de P. alata
(CPAC MJ-02-19) ficou separado do acesso de P.
guadrangularis (CPAC MJ-07-03) e das matrizes
selecionadas, formando o grupo um. O grupo dois

foi formado pelo acesso de P. quadrangularis e as
matrizes PL1, PL4, PL2, PL3, PL7, PL6, PL5, PL9
e PL10. O grupo trés foi formado pelas matrizes
PL8, PL11 e PL13. O grupo quatro foi formado
pela matriz PL12 e o hibrido interespecifico entre
P. quadrangularis x P. alata (CPAC MJ H-44).
Esta proximidade da matriz PL12 e o hibrido
interespecifico corrobora com a hipGtese que
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essa matriz também se trata de um hibrido
interespecifico entre P. alata e P. quadrangularis.
Devido a compatibilidade ja observada entre as
duas espécies (P. quadrangularis e P. alata) e a
proximidade observada entre a matriz PL12 e o
hibrido  interespecifico. A  matriz  PL12
possivelmente é um hibrido interespecifico que foi
formado pelo cruzamento natural entre as duas
espécies.

Com base na andlise de RAPD, foram
obtidos 109 marcadores com o0s 13 primers
decameros, perfazendo uma média de 8,4
marcadores por primer (Figura 1B).
Aproximadamente 82,5% dos marcadores
moleculares RAPD obtidos foram polimorficos
entre 0os genotipos analisados, incluindo acessos
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das espécies P. quadrangularis e P. alata.
Elevado polimorfismo entre acessos e espécies
do género Passiflora por meio de marcadores
RAPD também ja foi reportado por Bellon et al.
(2009, 2014), Cerqueira-Silva et al. (2012) e
Castro et al. (2011).

As distancias genéticas geradas pelos
marcadores RAPD variaram de 0,00 a 0,53
(Tabela 3). Em comparagdo com o0s marcadores
ISSR, 0os RAPD geraram estimativas menores de
distancias genéticas entre os genotipos avaliados.
Os marcadores ISSR e RAPD acessam diferentes
regibes do genoma e, no caso, os marcadores
RAPD foram menos polimorficos, gerando assim
menores estimativas de distancia genética entre
0s genotipos analisados no trabalho.

Tabela 3 - Matriz de dissimilaridade genética entre 16 acessos de P. alata, P. quadrangularis e P.
quadrangularis x P. alata, calculadas com base no complemento do coeficiente de similaridade
de Nei e Li, utilizando 109 marcadores RAPD. Embrapa Cerrados, Planaltina, DF, 2017.

Acessos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
1 0,00 0,44 0,49 0,50 052 049 047 042 045 048 0,48 0,49 049 053 050 0,17
2 0,00 0,04 0,07 0,10 0,05 0,04 0,14 0,04 0,06 0,05 0,05 0,05 0,10 0,05 0,43
3 0,00 0,04 0,07 0,02 0,02 0,11 0,06 0,03 0,03 0,038 0,03 0,08 0,03 0,48
4 0,00 0,03 0,00 0,01 0,22 0,07 0,03 0,03 0,02 0,02 0,07 0,03 0,49
5 0,00 0,00 0,01 0,11 0,08 0,03 0,03 0,03 0,02 0,07 0,03 0,47
6 0,00 0,01 0,22 0,07 0,03 0,03 0,02 0,02 0,07 0,03 0,49
7 0,00 0,12 0,06 0,04 0,02 0,02 0,02 0,07 0,02 0,47
8 0,00 0,11 0,08 0,09 0,09 0,10 0,16 0,10 0,42
9 0,00 0,02 0,02 0,03 0,05 0,10 0,05 0,46
10 0,00 0,02 0,02 0,04 0,10 0,05 0,48
11 0,00 0,02 0,03 0,08 0,03 0,48
12 0,00 0,02 0,07 0,02 0,49
13 0,00 0,06 0,02 0,48
14 0,00 0,02 0,50
15 0,00 0,47
16 0,00

Legenda: 1. P. alata (CPAC MJ-02-19) 2. Passiflora quadrangularis (CPAC MJ-07-03), 3. P. quadrangularis PL1 4. P.
quadrangularis PL2, 5. P. quadrangularis PL3, 6. P. quadrangularis PL4, 7. P. quadrangularis PL5, 8. P.
quadrangularis PL6, 9. P. quadrangularis PL7, 10. P. quadrangularis PL8, 11. P. quadrangularis PL9, 12. P.
quadrangularis PL10, 13. P. quadrangularis PL11, 14. P. quadrangularis PL12, 15. P. quadrangularis PL13 e
16. P. quadrangularis x P. alata (CPAC MJ H-44).
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Bellon et al. (2009), quantificando a
variabilidade genética existente entre acessos
obtidos de populacéo silvestres de maracujazeiro-
doce (P. alata) com base em marcadores RAPD,
encontraram distancias entre os acessos que
variaram de 0,096 a 0,324. Os valores
encontrados no presente estudo, estdo entre os
valores reportados por Bellon et al. (2009) apenas
em relagdo a distancia genética entre as matrizes
selecionadas de P. quadrangulares (PL1, PL2,
PL3, PL4, PL5, PL6, PL7, PL8, PL9, PL10, PL11
e PL12).

Quando compara-se os demais acessos (P.
alata (CPAC MJ-02-19), P. quadrangulares
(CPAC MJ-07-03) e o hibrido interespecifico P.
guadrangulares x P. alata (CPAC MJ H-44)) as
distdncias genéticas obtidas no presente estudo,
sdo maiores do que as relatadas por Bellon et al.
(2009). Possivelmente, porque os autores citados
estudaram acessos de uma populacdo da mesma
espécie.

A matriz PL4 ndo diferiu das matrizes PL2
e PL3 com base nos marcadores RAPD. A maior
distancia genética (0,53) foi observada entre o
acesso de P. alata (CPAC MJ-02-19) e a matriz
P. quadrangularis PL12. Pela matriz de
dissimilaridade, observa-se que a matriz (PL12) e
a matriz (PL6) apresentaram as maiores
dissimilaridades genéticas em relagdo ao acesso
original P. quadrangularis (CPAC MJ-07-03).
Estas matrizes sdo importantes para a
manutencdo da variabilidade nos ciclos de
selegdo recorrente e também para a identificacéo
de pares de individuos divergentes dentro da
espécie, possibilitando uma méaxima exploragéo
da variabilidade genética disponivel.

Utilizando-se os marcadores RAPD,
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obteve-se a andlise de agrupamento Vvia
dendrograma (Figura 3), no qual adotando como
ponto de corte a distancia média de 0,3;
observou-se a formacdo de dois grupos de
similaridade, onde o acesso de P. alata (CPAC
MJ-02-19) ficou no mesmo grupo que o hibrido
entre P. quadrangularis x P. alata (Figura 3). Os
demais genotipos ficaram agrupados, sendo eles,
0 acesso original P. quadrangularis (CPAC MJ-
07-03) e as 13 matrizes selecionadas.

O grafico de dispersdo corrobora com as
informacdes da analise de agrupamento, onde ha
a separacdo do acesso original P. quadrangularis
(CPAC MJ-07-03) e as 13 matrizes selecionadas
do acesso de P. alata e o hibrido interespecifico.
Assim como observado para os marcadores
ISSR, o coeficiente de correlacdo cofenética do
dendrograma foi alto (r = 0,96), validando a
consisténcia no ajuste entre a representacdo
gréfica da similaridade genética e a sua matriz
original, 0 que assegura que sejam realizadas
inferéncias por meio da avaliagdo visual do
dendrograma.

Os resultados obtidos com os marcadores
moleculares ISSR e RAPD mostraram a
existéncia de variabilidade genética entre as
matrizes selecionadas de P. quadrangularis e a
possibilidade de ampliar esta variabilidade por
meio de cruzamentos interespecificos com
acessos de P. alata, uma vez que o hibrido
interespecifico apresentou maior nivel de
polimorfismo e maiores distancias genéticas em
relacdo as matrizes selecionadas de P.
guadrangularis.
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Figura 3 - Dendograma e disperséo grafica de 16 gendtipos (P. alata, P. quadrangularis e P. quadrangularis
x P. alata), com base na matriz de dissimilaridade genética calculada utilizando-se 109
marcadores RAPD. O método do UPGMA foi utilizado como critério de agrupamento. O método
das coordenadas principais foi utilizado na analise de dispersao grafica. O valor do coeficiente de
correlacéo cofenética (r) foi de 0,96. Embrapa Cerrados, Planaltina, DF, 2017.
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Legenda: 1. P. alata (CPAC MJ-02-19) 2. Passiflora quadrangularis (CPAC MJ-07-03), 3. P. quadrangularis PL1 4. P.
quadrangularis PL2, 5. P. quadrangularis PL3, 6. P. quadrangularis PL4, 7. P. quadrangularis PL5, 8. P.
quadrangularis PL6, 9. P. quadrangularis PL7, 10. P. quadrangularis PL8, 11. P. quadrangularis PL9, 12. P.
quadrangularis PL10, 13. P. quadrangularis PL11, 14. P. quadrangularis PL12, 15. P. quadrangularis PL13 e
16. P. quadrangularis x P. alata (CPAC MJ H-44).
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Concluséao

As distancias genéticas entre as matrizes
selecionadas de P. quadrangularis e o hibrido
interespecifico entre P. alata e P. quadrangularis,
evidenciam a possibilidade de ampliacédo da base
genética do programa de melhoramento por meio
do uso de cruzamentos entre estas duas
espécies. Marcadores moleculares ISSR e RAPD
permitiram  caracterizar e  quantificar a
variabilidade genética de matrizes selecionadas
de P. quadrangularis. Tais informacfes serdo
importantes para o uso destas matrizes no
avanco dos ciclos de sele¢céo e recombinacao.
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