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Introducéo

O género Passiflora possui ampla variabilidade intra e interespecifica, que podem ser
utilizadas para fins alimenticios, farmacéutico e ornamental. A principal espécie cultivada é
Passiflora edulis Sims. (maracuja amarelo e roxo) e P. alata (maracuja doce). Variacdo para
caracteristicas relacionadas a produtividade, precocidade, resisténcia a pragas e doengas e
qualidade dos frutos é conservada nos bancos de germoplasma e precisa ser caracterizada.

Os marcadores microssatélites por apresentarem alto conteldo de polimorfismo,
natureza multialélica, boa cobertura do genoma e heranca codominate, sdo ideais para
caracterizacdo de germoplasma. Um dos problemas deste marcador s&o os custos e tempo
para obtencdo, porém uma vez obtido este locos poderdo ser transferido para outras
espécies do mesmo género ou familia (Padua et al., 2005). O objetivo deste trabalho foi
avaliar a diversidade genética intra e interespecifica em 13 espécies de Passiflora da

Embrapa Mandioca e Fruticultura Tropical com uso de marcadores microssatélites.
Materiais e Métodos

Para a realizacdo deste trabalho foi utilizado o DNA de 73 plantas (13 espécies de

Passiflora) do BAG Maracuja da Embrapa Mandioca e Fruticultura Tropical.
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Para as andlises moleculares, foram testados 21 locos SSR identificados de P.edulis
(Oliveira et al., 2005). As reagdes de amplificacdo foram feitas em volume final de 20 pL,
contendo 10 ng de DNA, 0,4 uM dos iniciadores e 1,0 U de Tagq DNA polimerase, dNTP,
tampéo, MgCl, demais reagentes (Tabela 1). O produto da amplificacéo foi separado em gel
de agarose 1000 4% (Invitrogem) ou em gel desnaturante a 6% de poliacrilamida. A andlise
de diversidade (shared allele), heterozigosidade e contetdo de informagédo polimérfica (PIC)
foram realizadas no software PowerMarker e para constru¢cdo do dendrograma o MEGA 4.0.

Tabela 1: Locos microssatélites utilizados na caracterizacdo e concentracdo dos reagentes

utilizados na reacdo de PCR. Ta°C: Temperatura anelamento.

Locos Ta°C  dNTP Tampdo MgCl, Loco Ta°C dNTP Tampdo  MgCl,

PEO3 60 0,2mM 1X 1,5mM PE38 56 0,2 mM 1X 2,5mM
PEO7 60 0,2 mM 2X 1,5mM PE41 60 0,2 mM 1X 2,5mM
PEO9 56 0,2 mM 2X 15mM PES58 60 0,2 mM 1X 1,5mM
PE11 60 0,2 mM 2X 15mM  PES59 56 0,35mM 2X 1,5mM
PE13 60 0,2 mM 2X 15mM PE64 56 0,2 mM 2X 1,5mM
PE15 60 0,35mM 2X 15mM PEG66 60 0,2 mM 1X 2,5mM
PE18 60 0,35mM 2X 1,5mM PE74 62 0,2mM 1X 2,0mM
PE19 52 0,2 mM 1X 25mM  PE75 60 0,35mM 2X 1,5mM
PE23 56 0,35mM 2X 1,5mM PES88 60 0,35mM 2X 1,5mM
PE27 60 0,2 mM 1X 2,5mM  PE90 60 0,2mM 1X 2,5mM
PE37 60 0,2 mM 1X 1,5mM - - - - -

Resultados e Discusséao

Foram identificados 101 alelos nos acessos avaliados com média de cinco alelos por
loco. O numero de alelos variou de 1 a 14, respectivamente para os locos PE19 e PE 37
com média de cinco por locos (Tabela 2). A heterozigosidade variou de 0,0 (PE37) a 0,50
(PE59) com média de 0,159 por locos. Este comportamento contraria a natureza albgama
da espécie. Porém, em outros estudos a presenca de locos em homozigosidade também
tem sido relatado para esta espécie (Padua et al., 2005; Oliveira et al., 2005) (Tabela 2).

O PIC é um indicador da qualidade do marcador em estudos genéticos. No presente
estudo 13 locos foram considerados altamente informativos (PIC > 0,50) enquanto cinco foi
considerado medianamente informativo (0,25 a 0,50) e o restante pouco informativo
segundo a classificagcdo Botstein et al. (1980). Nove locos informativos (com alto PIC)
destacaram por amplificam em mais de 70% dos acessos e poderdo ser utilizados em

estudo de variabilidade intra e interespecificos e mapeamento genéticos (Tabela 2).



Tabela 2: Locos SSR utilizados na caracterizacdo dos acessos do banco de germoplasma
de maracujazeiro. N°Obs: numero acesso amplificado; Ho: heterozigosidade observada;
PIC: contetdo de informagé&o polimorfica.

Ne N°

Locos Obs N°dealelos Ho PIC Locos Obs N°dealelos Ho PIC
PE19 63 14 0,21 0,74 PE27 15 2 0,07 0,16
PE13 69 4 0,15 0,13 PE64 19 2 0,00 0,31
PE75 28 4 0,32 054 PE90 53 8 0,02 0,70
PE15 49 4 0,10 0,53 PEO7 57 8 0,16 0,79
PE18 62 9 0,27 0,68 PES58 10 3 0,10 0,37
PE88 66 2 0,00 0,37 PE11 9 4 0,44 0,64
PE41 73 2 0,08 0,34 PEO9 61 6 0,10 0,71
PE59 26 5 0,50 0,65 PE74 28 6 0,07 0,71
PE 66 61 6 0,00 0,75 PE38 15 4 0,20 0,69
PEO3 19 2 0,26 0,37 PE37 73 1 0,00 0,00
PE23 23 5 0,13 0,73

A diversidade variou de 0,0 a 0,90 com média de 0,52, reflexo da natureza diversa
dos acessos. A correlagdo cofenética foi de 0,77 indicando um alto ajuste entre a matriz
original e a distancia representando no dendrograma. Como era de esperar 0S acessos
foram agrupadas em funcdo das espécies avaliadas. Excecao foi o agrupamento do acesso
BGM152-2 (P. suberosa) com acessos de P. rubra e o BGM107-1 (P. morifolia) com
acessos de P. cincinnata. Na andlise dos grupos formados por cada espécie, nota-se que 0s
acessos de P. foetida ndo foram diferenciados com base nos marcadores utilizados,
enquanto os grupos representados por P. moliformis, P. gibertii, P. cincinnata e P. ligularis
apresentaram maior diversidade (Figura 1). Com essas informacdes os programas de
melhoramento poderdo dar os primeiros passos para elaboracdo de estratégias de

hibridac@o envolvendo cruzamentos intra e interespecificos.
Concluséao
Os marcadores microssatélites de P. edulis mostraram eficientes para estudo de
variabilidade intra e interespecifica nos acessos avaliados. O resultado gerado permitird a
identificac@o de grupos heteréticos para futuros programas de hibridacéo.
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Figura 1. Dendrograma das relacdes genéticas entre 73 acessos de maracujazeiro obtidos
por 21 marcadores utilizando o indice o shared allele e método UPGMA. Os acessos

identificados com mesma cor sdo da mesma espécie pela informacéo de passaporte.
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