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INTRODUCAO

A variabilidade genética das inUmeras espécies do género Passiflora vem
sendo caracterizada por meio de estudos fenotipicos e moleculares. Contudo, a
caracterizacdo molecular de passifloras, pode ser considerada incipiente, visto
o grande numero de espécies ainda ndo estudadas e o potencial inexplorado
para essas espécies com marcadores moleculares (Cerqueira-Silva et al.,
2008).

Os marcadores do tipo microssatélites, também conhecidos como SSR
(Simple Sequence Repeats) sdo sequéncias de 1 a 6 pares de bases repetidas
em tandem. Suas principais vantagens sao a co-dominancia, o multialelismo, a
geracdo de alto nivel de polimorfismo, alta reprodutividade, rapidez e
simplicidade da técnica, baixo custo de utilizacdo e grande poder de resolucéo
(Oliveira et al., 2006). Entre as dificuldades estd o alto custo no
desenvolvimento dos iniciadores e na dificil analise de polimorfismos em géis
de alta resolucdo. Assim, esse trabalho teve como objetivo otimizar a
amplificacéo de iniciadores de SSR desenvolvidos para Passiflora edulis Sims.,

em outras espécies do género.

METODOLOGIA

Baseado na qualidade de amplificacdo dos locos descritos por Oliveira
(2006), foram selecionados 40 locos de microssatélites desenvolvidos para
espécie P. edulis.

Para otimizacdo das condi¢des de reacédo e amplificacédo desses locos em
outras espécies do género Passiflora, utilizaram-se os seguintes genétipos P.
ligularis, P foetida, P. rubra, P. setacea, P. suberosa, P. cincinnata, P. morifolia,
P. gibertti e P. muchronata e P. edulis, como controle. Estes acessos



pertencem ao Banco Ativo de Germoplasma de Maracuja da Embrapa
Mandioca e Fruticultura. O DNA gendmico total foi extraido seguindo protocolo
adaptado de Doyle & Doyle (1990).

As amplificagbes foram feitas em termociclador PTC-100 (MJ Research),
de acordo com o seguinte programa: 94 °C por 4 min; 30 ciclos a 94 °C por
50 s, temperatura de anelamento variando (52 a 60 °C) de acordo com o
iniciador por 50 s, 72 °C por 60 s; e extenséo final a 72 °C por 7 minutos. Os
produtos da amplificacdo foram separados por eletroforese em gel de agarose
1000 3 %.

RESULTADOS

Em funcado da qualidade de amplificacdo nas espécies analisadas (bandas
nitidas, sem arraste e bandas inespecificas) foram otimizados 21 locos de
SSR.

As reacBes de amplificacdo foram otimizadas em volume final de 20 pL,
concentracdo de DNA de 10 ng; 0,4 uM dos iniciadores e 1,0 U de Tag DNA
Polimerase. Os demais reagentes devem ser utilizados com diferentes
concentracdes para os locos analisados. O dNTP variou entre 0,2 mM (PEOQ3,
PEO7, PE09, PE11, PE13, PE19, PE27, PE37, PE38, PE41, PES8, PE64,
PE66, PE74 e PE90) e 0,35 mM (PE15, PE18, PE23, PE59, PE75 e PES88). A
variacdo de MgCl, foi de 1,5 mM (PEO3, PEO7, PEQ9, PE11l, PE13, PE15,
PE18, PE23, PE37, PE58, PE5S9, PE64, PE75 e PE88); 2,0 mM para o loco
PE74 e 2,5 mM para PE19, PE27, PE38, PE41, PE66 e PEQO. A concentracao
do tampéao foi de 1X (PEO3, PE19, PE27, PE37, PE38, PE41l, PE58, PEG66,
PE74 e PE90O) e 2X (PEO7, PE09, PE11, PE13, PE15, PE18, PE23, PE59,
PEG64, PE75 e PE88). J4 a temperatura de anelamento variou de 52 °C (PE19),
56°C (PE09, PE23, PE38, PE59 e PE64), 60°C (PEO3, PEO7, PE11, PE13,
PE15, PE18, PE27, PE37, PE41, PES8, PE66, PE75, PE88 e PEQ90) e 62°C

para o iniciador PE74.

CONCLUSAO
Vinte e um locos de microssatélites identificados para P.edulis foram
otimizados para uso em outras espécies de Passiflora. Este resultado trara

contribuicbes para novos estudos com a cultura do maracujazeiro, reduzindo



custos e tempo, por ndo ser necessario o desenvolvimento de outros

marcadores especificos para essas espécies.
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