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RESUMO

Passiflora cincinnata Mast. € uma espécie nativa do Brasil com ampla distribuicéo
geografica, que pode ser explorada como fonte de resisténcia a estresses bidticos e
abidticos, apresentando boa produtividade, bem como alta qualidade nutricional para
a alimentacdo humana, além de outros usos. Por outro lado, a caracterizacao tanto
molecular como citogenética € uma etapa importante para conservacao e uso de
genatipos, considerando a diversidade genética potencial da espécie. O presente
trabalho objetivou caracterizar a diversidade genética entre acessos de maracuja da
caatinga (P. cincinnata) conservados no Banco Ativo de Germoplasma de maracuja
da Embrapa Semiérido, utilizando técnicas citogenéticas de andlise convencional,
dupla coloracdo CMA3/DAPI e utilizando marcadores moleculares do tipo ISSR. Os
diferentes marcadores moleculares ISSR mostraram eficiéncia na deteccao de
polimorfismo, revelando variabilidade intraespecifica entre os acessos. Foram
observados niumeros cromossémicos diploides 2n=18, sendo classificados no grupo
cromossémico com numero basico x=9. A dupla coloracdo CMA/DAPI, permitiu
identificar quatro bandas CMA positivo, nucleos interfasicos semirreticulados com
presenca de blocos CMA®. A colorabilidade dos grdos de pdlen utilizando carmim
acético e reativo de Alexander permitiu estimar uma alta viabilidade polinica com
valores acima de 98% para ambos o0s corantes analisados, indicando o uso potencial
dessa espécie em programas de melhoramento.

Palavras-chave: Fluorocromo. CMA3/DAPI. ISSR. Diversidade genética.



ABSTRACT

Passiflora cincinnata Mast. is a native species of Brazil with a wide geographic
distribution, which can be exploited as a source of resistance to biotic and abiotic
stresses, presenting good productivity, as well as high nutritional quality for human
consumption, besides other uses. On the other hand, both molecular and cytogenetic
characterization is an important step for the conservation and use of genotypes,
considering the potential genetic diversity of the species. The objective of this work
was to characterize the genetic diversity among the passion fruit of the caatinga (P.
cincinnata), conserved in the active bank of passion fruit germplasm of Embrapa
Semiarido, using cytogenetic techniques of conventional analysis, double
CMA3®/DAPI staining and using molecular markers from type ISSR. The different
ISSR molecular markers showed efficiency in detecting polymorphism, revealing
intraspecific variability among the accessions. Diploid chromosome numbers 2n=18
were observed, being classified in the chromosomal group with basic number x=9.
The double CMA/DAPI staining allowed the identification of four CMA positive bands,
semi-reticulated interphase nuclei with presence of CMA™ blocks. The colorability of
the pollen grains using acetic carmine and Alexander reactive allowed to estimate
high pollen viability with values above 98% for both dyes analyzed, indicating the
potential use of this species in breeding programs.

Keywords: Fluorochrome. CMA3/DAPI. ISSR. Genetic diversity.
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INTRODUCAO GERAL
Botanica

A familia Passifloraceae é formada por 18 géneros e cerca de 630 espécies,
destacando-se 0 género Passiflora com 400 a 465 espécies de maracujazeiro.
Destas, estima-se que aproximadamente 150 espécies de Passiflora sejam de
ocorréncia brasileira (CERVI, 1997; CUNHA et al., 2004; JUNQUEIRA et al. 2005).

O maracujazeiro € uma planta trepadeira herbacea ou lenhosa, perene, de
crescimento rapido, vigoroso e continuo, podendo atingir de 5 a 10 m de
comprimento com raizes superficiais (RUGGIERO et al., 1996; LIMA et al., 2006).
Possuem caules cilindricos, angulares, subangulares ou quadrangulares em geral
estriados longitudinais. As gavinhas, comumente solitadrias e axilares, robustas ou
ténues. As folhas sado alternas, normalmente simples, inteiras ou lobadas, com forma
altamente variada (CERVI, 1997; CUNHA et al., 2004). As flores sdo hermafroditas,
apresentam coloracao diversificada, contendo cinco sépalas, cinco pétalas, tubo
androgino de onde se destacam estames com cinco anteras dorsifixas versateis e
gineceu normalmente com trés estigmas (MANICA, 1981; CUNHA et al.,, 2004,
SILVA et al., 2014). Os frutos séo do tipo baga, indeiscentes, podem ser globosos,
ovoides ou elipséides (CERVI, 1997). As sementes apresentam forma oval, testa
endurecida, faveolada ou estriada (CUNHA et al., 2004).

Por ser uma planta aldgama, autoincompativel, normalmente o grao de pélen
produzido pela flor ndo pode autofecunda-la ou fecundar as flores da mesma planta,
favorecendo assim a polinizagao cruzada (LIMA et al., 2011; SILVA et al., 2014), que
ocorre principalmente por agentes polinizadores como abelhas, vespas, borboletas,
mariposas, morcegos e passaros (ZAMBERLAN, 2007; SOUSA;PEREIRA, 2011).
Entretanto, a polinizacdo pode ser realizada de forma artificial, tendo o homem como
agente polinizador (LIMA; CUNHA, 1999).

A propagacdo pode ocorrer na forma sexuada, com 0 uso de sementes, e
assexuada através da propagacdo vegetativa pelo método de estaquia, enxertia,
alporquia ou pela cultura de tecidos in vitro (FERREIRA, 2000).

Producdo de maracuja no Brasil

O maracujazeiro foi introduzido no Brasil na década de 70, inicialmente na

regido do triangulo mineiro, porém, com rapida expanséo, passou de 120 hectares



no ano de 1971 (MANICA, 1981; JOSE, 1996) para 50.837 hectares até ano de 2015
(IBGE, 2015). Logo o pais passou a ser o maior produtor e consumidor do mundo de
maracuja (PRACA, 2005; SILVA, 2016, ARAYA, 2016). A producdo mundial é de
aproximadamente 640.000 toneladas, das quais o Brasil produz cerca de 70% desse
total (FURLANETO et al., 2010). Dentro do pais, as principais regides produtoras
sdo o Nordeste e o Sudeste, sendo o Nordeste, responsavel por 64,9 % da producdo
nacional (IBGE, 2015). Entre as unidades federativas que se destacam como
produtoras de maracuja estdo os estados da Bahia, Ceara e Espirito Santo, com
valores em torno de 42,81%, 13,40% e 5,43%, respectivamente (IBGE, 2015).

O Brasil € um dos paises com maior diversidade dessa espécie com
ocorréncia de aproximadamente 145 espécies (SILVA et al., 2014). Entretanto 95%
da area plantada comercialmente no Brasil € ocupada pelo maracujazeiro amarelo
(P. edulis Sims f. flavicarpa), seguida pelo maracujazeiro doce (P. alata Curtis)
maracuja roxo (P. edulis Sims f. edulis) (LIMA et al. 2006; ARAUJO, 2007). O
maracujazeiro amarelo (P. edulis f. flavicarpa), quando comparado a outros cultivos
oferece um rapido retorno econémico e maior oportunidade de distribuicdo de renda
(SILVA et al., 2014).

Economicamente a producdo de maracuja destaca-se pela demanda de méo
de obra que gera aproximadamente de 3 a 4 empregos diretos por hectare,
fomentando os mercados locais. Além disso, por possuir ciclos curtos e colheita
continuada, € uma cultura que se desenvolve em pequenas propriedades sendo
fonte de renda para pequenos produtores que vivem da agricultura familiar. Outro
ponto positivo é a questdo da disseminacdo da cultura pelo pais, podendo ser
produzida em quase todo o territorio nacional, e gerando emprego nas industrias e
nos servicos de comercializacdo. Vale salientar que o Brasil trabalha ndo s6 com
mercado interno, mas também com o mercado externo, exportando maracuja sob
forma de fruta fresca, fruta conservada e suco concentrado (JUNIOR et al., 2003;
PIRES; MATA, 2004; COSTA, 2010; LIMA et al., 2011; MELETTI, 2011; PIRES et
al., 2011; SILVA, 2016).

Principais formas de uso/consumo do maracujazeiro

O principal produto obtido a partir do maracuja é o suco, que pode ser

consumido in natura ou processado. O residuo formado durante a producao do suco



€ aproveitado industrialmente, uma vez que cerca de 60% - 70% do peso total do
fruto séo representados pela casca e sementes que apresentam elevado valor de
pectina e Oleo, respectivamente (MATSUURA; FOLEGATII, 2004). Os produtos
decorrentes da casca sdo as geléias, farinha de pectina e o doce em calda
produzido com base nos carboidratos e proteinas igualmente presentes na casca. O
Oleo pode ser utilizado na industria de cosméticos, tintas, sabdes, alimentos e
outros. O farelo gerado durante a extracdo do 6leo ou até mesmo o uso da semente
de forma direta pode compor a racdo animal (SIMIONATO, 2007).

Diferentes espécies do género Passiflora j& vém sendo estudas em relacao
ao seu potencial medicinal como P. alata, P. edulis, P. incarnata, P. quadrangularis,
e P. coerulea (SOUSA et al.,, 2008). Muitas espécies do género também sé&o
utilizadas pela industria farmacéutica e na medicina popular. Os estudos
etnofarmacoldgicos indicam o seu uso como tranquilizante suave, na forma de
infusdo, no combate a insbnia, convulsdes e também no alivio das contracfes
musculares bruscas. A farmacologia relaciona os seus efeitos como depressor do
sistema nervoso central, ja sendo comprovada sua ac¢ao ansiolitica (CERVI, 1997;
FAUSTINO et al., 2010; CONCEICAO; ARAUJO, 2011).

Em 1909 foram registradas substancias denominadas de “passiflorina” e
‘maracujina” em algumas espécies de Passiflora. Normalmente as espécies
estudadas sdo ricas em alcaloides inddlicos (harmalina, harmina, harmanol),
polifendlicos conhecidos por flavondides (vitexina, isovitexina, saponarina, orientina,
homorientina, apigenina, issorientina), esterois (estigmasterol, sitosterol) e liganos
(4cido caféico e ferrilico) (FREITAS, 1985; FREITAS, 1987; COSTA; TUPINAMBA,
2005; GOSMANN et al., 2011; RODRIGUES, 2013) registrados em diferentes
guantidades e espécies.

A ampla variedade de cores e formas apresentada pelas plantas de
Passiflora e a combinacdo de cores exéticas e perfume marcante nas suas flores
promovem O uso ornamental em areas grandes e médias, como cercas vivas,
utilizando espécies que apresentam folhas pequenas e grande quantidade de flores
abertas simultaneamente, para coberturas de lugares expostos ao sol, optando-se
por plantas que produzem grande massa foliar. Em residéncias podem ser cultivadas
em vasos grandes e médios escolhendo espécies que aléem de flores exibem folhas
decorativas e variegadas (PEIXOTO, 2005; FALEIRO et al., 2007).
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Doencas e pragas do maracujazeiro

O fato de o Brasil ser centro de diversidade do maracujazeiro torna a
passicultura uma atividade importante, entretanto, essa mesma razao faz com que a
passicultura seja vulneravel a doencas e pragas que estdo ligadas evolutivamente
as passifloras. As principais doencas que afetam o0 maracujazeiro S&o o
endurecimento-dos-frutos, a pinta-verde-do-maracujazeiro, a mancha-bacteriana, a
podriddo-do-colo, verrugoses, antracnoses, septorioses, fusarioses e bacterioses.
Alguns insetos sédo considerados pragas na passicultura, por diminuirem a producéo
de forma direta, destacando-se as lagartas, percevejos, moscas, pulgdes e besouros
(FANCELLI; ALMEIDA, 2002; LIMA et al., 2006; FISCHER et al., 2007; GARCIA et
al., 2007).

A susceptibilidade das espécies comerciais age como fator limitante da
expansao da cultura no Brasil. Entretanto, algumas espécies silvestres de passiflora
apresentam resisténcia a doencas e pragas. Com base nessa informacao,
estratégias biotecnolégicas estdo sendo desenvolvidas, com a finalidade de
identificar esses genes. Aliado a isso, a caracterizacdo e avaliacdo dessas espécies
silvestres sdo necessarias para que possam ser utilizadas em programas de
melhoramento genético como alternativas para ampliacdo da base genética,
incorporando caracteristicas agronémicas desejaveis em espécies comerciais
(MELETTI et al., 2005; JUNQUEIRA et al., 2005; FERREIRA; RANGEL, 2005).

Potencial das espécies silvestres

Espécies silvestres sdo estratégicas para os programas de melhoramento
genético. Considerando que as mesmas sao mantidas na natureza pela selecdo
natural, é provavel que contenham genes Uteis de interesse agronémico nao
encontrados em espécies de Passiflora com valor comercial (ARAUJO, 2007; PAIVA
et al., 2014).

As espécies silvestres de Passiflora s&o utilizadas como porta-enxerto para
producdo de mudas de maracujazeiro amarelo por apresentarem, por exemplo,
resisténcia a nematdides e fungos do solo. Apresentam ainda caracteristicas

interessantes, como longevidade, autocompatibilidade e maior adaptacdo a
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condi¢cbes climaticas adversas (ARAUJO, 2007; ARAUJO et al., 2008; FALEIRO et
al., 2012).

Outra caracteristica das espécies silvestres é possuir o androgin6foro mais
curto, reduzindo a distancia entre os estigmas e a coroa, facilitando a polinizacdo por
insetos pequenos (JUNQUEIRA et al., 2005). Quanto ao periodo de florescimento,
algumas espécies silvestres florescem e frutificam durante o periodo de dias mais
curtos do ano, o que permite que seus frutos sejam colhidos durante a entressafra
do maracuja-azedo. Essa caracteristica aliada ao maracuja comercial possibilita a
producdo de frutos durante o ano todo em diferentes regides do pais. Além disso,
muitas espécies apresentam maior concentragdo de componentes quimicos de
interesse da industria farmacéutica (JUNQUEIRA et al., 2005; ARAUJO, 2007).

A diversidade genética das espécies silvestres de Passiflora encontra-se
ameacada no Semiarido do Nordeste brasileiro. Praticas como a formacédo de
pastagens, a implantacdo de projetos de irrigagdo, uso da vegetacao nativa para
produgédo de energia a fim de serem empregadas em diferentes atividades, e as
gueimadas tém contribuido para a perda da diversidade, sejam elas praticadas em
conjunto ou isoladamente (QUEIROZ et al.,1993).

Dentre as espécies silvestres com potencial econdmico, P. cincinnata,
conhecida vulgarmente como maracuja do mato, maracuja da caatinga ou maracuja
mochila, é de ocorréncia espontanea no semiarido brasileiro com ampla distribuicao,
observando-se acessos com forma e tamanho de frutos variados (OLIVEIRA;
RUGGIERO, 2005; CARMO et al., 2017). As folhas s&o simples, 3-5 palmatipartidas,
quando tripartidas, os segmentos laterais em geral profundamente bilobados com
coloracdo verde escuro, possuem flores com sépalas oblongo-lanceoladas, verdes
externamente, coloracao interna roxa ou azul-rosadas e pétalas linear-lanceoladas,
azul-rosadas e violeta. Filamentos da corona: parte inferior purpura, meio listrado de
azul-rosado e azul-palido, parte superior azul-palido ou escuro (CUNHA et al., 2004;
CARMO, 2017). Paiva et al., (2014) constataram que a P. cincinnata apresentou
androginéforo mais curto quando comprado a outras espécies de passiflora. As
plantas sdo vigorosas, apresentando alguns genes de resisténcia aos estresses
bidticos e abioticos (AZEVEDO et al., 2011). Os seus frutos podem ser consumidos
in natura e serem utilizados como matéria-prima para doces e sorvetes (ARAYA,
2016). A comercializagdo ainda é feita em pequena escala, ocorrendo, em sua maior

parte nos estados de Pernambuco e Bahia, sendo comercializado em feiras livres.
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Apresentam substancias bioativas, com propriedades medicinais e tolerancia a
nematoéides e a bacteriose (CARMO et al., 2017).

Os bancos de germoplasma de Passiflora no Brasil ainda sdo incipientes,
considerando-se a ampla distribuicdo geografica das espécies no pais, bem como a
ocorréncia em outros paises da Ameérica do Sul e na regido Neotropical. No caso de
P. cincinnata, Araujo (2007) coletou diversos acessos em diferentes partes do
Nordeste brasileiro e observou a existéncia de variabilidade intraespecifica nessa
espécie, servindo de base para a formacdo do BAG de maracuja da Embrapa

Semiarido.

Caracterizacéo Citogenética

Os estudos citogenéticos dirigem a sua atencdo para 0s cromossomos, sendo
utilizados para definir as relacdes filogenéticas e citotaxonémicas entre grupos de
plantas. A forma e o nUmero cromossémico sdo 0s parametros mais utilizados para
a caracterizacdo citologica de uma espécie determinando seu cariétipo. Outros
pontos importantes é o estabelecimento do nivel de ploidia, avaliacdo do
comportamento meiotico e fertilidade de pdélen (SOARES-SCOTT 1998; PRACA,
2005; BRANDAO, 2015).

A analise cariotipica abrange avaliacdo de elementos como numero e
tamanho dos cromossomos, relagdo entre os bragcos cromossoémicos, presenca de
contricdo secundaria e satélite e propriedades de coloracdo. A reunido de todos
esses dados permite realizar andlise de comparacdo de diferentes espécies ou
possibilita examinar a variagdo entre individuos de uma mesma espécie (SOARES-
SCOTT, 1998; MELO, 2002; SOARES-SCOTT et al., 2005).

Analise meidtica € umas das técnicas citogenéticas que provém informacdes
sobre a recombinacdo cromossémica, 0 pareamento entre cromossomos homélogos
e homedlogos (SOUZA et al.,, 2003) e mostra a ocorréncia de irregularidades
meidticas que interferem de forma direta na fertilidade dos gametas (SOARES-
SCOTT et al.,, 2005; POZZOBON et al., 2011). Através da viabilidade polinica é
possivel determinar a fertilidade de diferentes espécies e, associada a meiose,
fornecer informacgbes sobre o potencial de reproducédo das plantas, selecionando
genotipos para uso futuro em programas de cruzamento e producdo de sementes
viaveis (MARTINS et al., 2010; MELO, 2016; HISTER; TEDESCO, 2016).
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Outra metodologia de analise citogenética € a visualizacdo de blocos com
coloracéo diferenciada (bandas) realizada através da técnica de bandeamento com
fluorocromos. A dupla coloragdo com os fluorocromos CMA/DAPI permite a
diferenciacdo dos tipos de heterocromatina, parte mais condensada da cromatina,
gue resulta nessas regides densamente coradas. Nesse caso os fluorocromos mais
utilizados séo o 4’-6° diamidino-2-10-fenilindol (DAPI), que reconhece regides
heterocromaticas ricas em bases AT, e a cromomicina A3 (CMA3), que destaca
regides heterocromaticas ricas em bases GC (GUERRA, 2000; GUERRA; SOUZA,
2002). Os estudos de analise de cromatina com auxilio de fluorocromos indicam que
a heterocromatina constitutiva presente nos diversos grupos vegetais é rica em AT.
Ja a heterocromatina constitutiva rica em CG, tem sido frequentemente associadas
as regides formadoras de nucléolos (RON’s) (COELHO, 2009).

O género Passiflora demonstra ampla variagdo morfologica o que sugere a
ocorréncia de variabilidade genética tanto inter como intraespecifica. O uso das
diferentes técnicas citogenéticas existentes, sejam elas convencionais ou
moleculares tem proporcionado um melhor entendimento dos processos evolutivos,
fornecendo informacfes sobre a origem, organizacdo gendmica e estabelecimento
de padrdes cariotipicos para esse género (LOPES, 1994; MELO, 2002; VIEIRA et
al., 2004; PRACA, 2005; PENALOZA; POZZOBON, 2007; COELHO, 2015).

As espécies de Passiflora com base em analises cariologicas estdo divididas
em quatro grupos de acordo com o0 seu namero cromossdmico basico: x=6, x=9,
x=10, x=12. O numero x=6 tem sido considerado o nimero basico mais provavel
para o género, sendo os demais niumeros basicos considerados como secundarios
(MELO et al., 2001; MELO; GUERRA, 2003). Passiflora cincinnata apresenta
2n=18, um par de sitio de DNAr 5s e dois pares de sitios de DNAr 45s (MELO, 2002;
MELO, GUERRA, 2003).

De uma forma geral as informacfes a respeito da caracterizacdo citogenética
de espécies silvestres sdo insuficientes, sendo ainda pouco exploradas por
programas de pré-melhoramento de espécies com maior importancia econdémica
(PENALOZA; POZZOBON, 2007).

Marcadores moleculares

A busca do melhor conhecimento e caracterizagdo de germoplasma tem sido

um objetivo comum para os melhoristas que enfrentam desafios como a natureza
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poligénica das caracteristicas de importancia agrondémica e a interacdo do genotipo
com o ambiente. Nesse caso, uma importante ferramenta da biotecnologia que tem
contribuido para a caracterizacdo dos bancos ativos de germoplasma de diferentes
espécies, sdo os marcadores moleculares. Os marcadores moleculares podem ser
definidos como todo e qualquer fendtipo molecular oriundo de um gene expresso ou
de segmento especifico do DNA. (AGUIAR, 2012), que possibilitam acessar o
gendtipo sem influéncia do meio ambiente, permitindo selecionar variabilidade em
nivel de DNA (FEDERIZZI, 1998; FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998; HOFFMANN;
BARROSO, 2006; DANTAS, et al., 2012; FREIRE, 2012).

A comparacdo de distintos genotipos através dos marcadores moleculares
promove um padrdo de polimorfismo singular. Apos ser definida a identificagdo
molecular de um conjunto de genotipos, é possivel inferir relagdes entre gendtipos e
fendtipos, avaliar a diversidade genética dentro e entre populacdes diferentes,
estando essas devidamente representadas por uma amostra de individuos
(HOFFMANN; BARROSO, 2006; MARTINS et al., 2011).

Existem diversos tipos de marcadores moleculares, podendo ser
codominantes como o0s RFLP (Restriction fragment length polymorphism;
Polimorfismo no Comprimento do Fragmento de Restricdo) e SSR (simple sequence
repeat; Repeticdo de sequéncia simples), e dominantes como os RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA; DNA Polimérfico Amplificado ao Acaso), AFLP
(Amplified fragment length polymorphism; Polimorfismo de Comprimento de
Fragmentos Amplificados) e ISSR (Inter Simple Sequence Repeat; Sequencias
Simples Repetitivas Internas). A escolha do marcador utilizado vai depender
principalmente do objetivo do trabalho, estrutura genética e infraestrutura disponivel
(AGUIAR, 2012; COELHO, 2015; BRONDANI et al., 2003; FERRAO et al., 2011).

Um marcador que tem se destacado por apresentar rapidez e confiabilidade
em seus resultados e baixo custo quando comparado a outros marcadores, € 0
marcador molecular ISSR, amplificado via técnica de PCR (Polymerase Chain
Reaction; Reacao de Cadeia da Polimerase) (BORBA et al., 2005; AMORIM, 2016).
Os seus resultados advém de regides que estéo localizadas entre dois locos SSRs,
tornando esse marcador apropriado para uso em analise de diversidade por gerar
marcacao de multilocos (SILVA, 2015; SILVA, 2016).

Esses marcadores utilizam primers de sequéncia simples repetitiva de 16-20

pb baseados em microssatélites, com fragmentos de DNA de 100 a 3000 pb,


https://en.wikipedia.org/wiki/Restriction_fragment_length_polymorphism
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/probe/docs/techrapd/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/probe/docs/techrapd/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/probe/docs/techrapd/
https://en.wikipedia.org/wiki/Amplified_fragment_length_polymorphism
https://en.wikipedia.org/wiki/Amplified_fragment_length_polymorphism
https://en.wikipedia.org/wiki/Amplified_fragment_length_polymorphism
https://www.wur.nl/en/show/Inter-Simple-Sequence-Repeats-ISSR.htm
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altamente polimorficos, gerando grande numeros de bandas informativas por reacao,
ndo havendo necessidade de conhecimento prévio da sequéncia de DNA, tornando
essa técnica apta a analisar quase todos os organismos (SANTOS, 2012; AMORIM,
2016).

Trabalhos realizados com meloeiro, tucumanzeiro, jenipapeiro, mini-tomateiro,
dendezeiro, etc., ttm demonstrado a eficiéncia desse marcador molecular em
analisar diversas espécies, identificando polimorfismo e variabilidade intra e
interespecifica (BORBA et al., 2005; SANTOS, 2012; PRECZENHAK, 2013; SILVA,
2015; CHAGAS et al., 2015; AMORIM, 2016).

Estudos realizados em Passiflora com o uso do marcador molecular ISSR tém
demonstrado a eficiéncia desse marcador. Costa et al. (2010) constataram que 0s
marcadores ISSR mostraram-se uma ferramenta valiosa para estudo de diversidade
genética dentro de P. edulis, mediante a geracdo de um total de 320 bandas
polimorficas. Reis et al. (2011) também observaram consideravel variabilidade
genética intrapopulacional em maracujazeiro amarelo.

Costa et al. (2012) relataram resultados pela alta detec¢cdo de polimorfismo
em maracujazeiro amarelo, onde dos 23 iniciadores ISSR testados, 22 detectaram
polimorfismo, resultando em baixa percentagem de marcadores monomorficos,
indicando alta variabilidade genética intraespecifica.

Da mesma forma, Coelho (2015) também relatou que os marcadores do tipo
ISSR possuem grande potencial para deteccdo de polimorfismos moleculares em
gendtipos de maracujazeiro, bem como também o seu uso eficiente na
caracterizacdo do BAG-Maracuja.

O presente estudo objetivou caracterizar a diversidade genética entre acessos
de P. cincinnata conservados no Banco Ativo de Germoplasma de maracuja da
Embrapa Semiarido, por meio de técnicas citogenéticas de andlise convencional,

dupla coloracdo CMA3/DAPI e através do uso marcadores moleculares do tipo ISSR.
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CAPITULO 1 - CARACTERIZACAO CITOGENETICA DE
Passiflora cincinnata MAST. UTILIZANDO TECNICAS
CONVENCIONAIS E COLORACAO CROMOSSOMICA COM
FLUOROCROMOS

Artigo a ser submetido a revista Acta Scientiarum. Agronomy
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RESUMO

Objetivou-se caracterizar citogeneticamente a diversidade genética entre seis
acessos de Passiflora cincinnata pela analise da viabilidade polinica, descricdo do
caridtipo e dupla coloracdo com CMA3/DAPI. A viabilidade polinica foi estimada
através da porcentagem de graos de pdlen viaveis. De modo geral, observou-se que
0os graos de podlen corados com carmim acético 2% e reativo de Alexander
apresentaram viabilidade acima de 98%. O tamanho médio dos grdos de pdlen
viaveis variou entre os dois corantes. Os valores mensurados com carmim acético
mostraram didmetro médio de 75,26 ym, enquanto que aqueles corados com reativo
de Alexander apresentaram um menor diametro (69,45 pym). Com analise mitética foi
possivel observar nimeros cromossémicos diploides 2n=18, pertencentes ao grupo
cromossOmico com numero basico x=9, e ndcleos interfasicos semirreticulados. O
comprimento cromossémico meédio variou de 2,67 a 3,33 ym. Foram observadas
quatro bandas CMA" com presenca de heteromorfismo de tamanho em um dos
pares cromossOémicos.

Palavras-Chave: Carmim acético. Reativo de Alexander. Viabilidade polinica.
CMA3/DAPI. Maracuja.
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ABSTRACT

The objective of this study was to characterize the genetic diversity of six accessions
of Passiflora cincinnata by pollen viability, description of karyotype and double
staining with CMA3/DAPI. Pollen viability was estimated by the percentage of viable
pollen grains. In general, it was observed that the pollen grains stained with 2%
acetic carmine and Alexander reactive showed viability above 98%. The average size
of the viable pollen varied between the two dyes. The values mensured with acetic
carmine had a mean diameter of 75.26 uym, while the ones stained with Alexander
reactive resulted in a smaller diameter (69.45 ym). With mitotic analysis it was
possible to observe diploid chromosome numbers 2n = 18, belonging to the
chromosomal group with basic number x = 9 and semi-reticulated interphase nuclei.
The mean chromosome length ranged from 2,67 a 3,33 um. Four positive CMA®
bands were observed with size heteromorphism in a chromosome pair.

Keywords: Acetic carmine. Reactive of Alexander. Pollen viability. CMA3/DAPI.
Passion fruit.



26

1. INTRODUCAO

7

MaracujA € o nome dado a varias espécies do género Passiflora que
pertencem a familia Passifloraceae (OLIVEIRA et al., 1994), formada por plantas
trepadeiras herbaceas, arbustivas ou arbéreas.

Citologicamente as espécies de Passiflora podem ser divididas em quatro
grupos de acordo com o numero cromossémico basico, retratados por x=6, x=9,
x=10 e x=12, sendo x=6 0 numero basico mais provavel para o género (MELO et al.,
2001). Passiflora cincinnata tem 2n=18, pertencendo ao grupo de espécies com x=9.

Do ponto de vista econdmico, muitas espécies nativas apresentam potencial
de uso como frutiferas, ornamentais ou na industria de cosmeéticos e farmacéutica.
Além disso, as espécies silvestres de maracuja podem contribuir para o
melhoramento das espécies de interesse agrondomico (JUNQUEIRA et al., 2005). No
Brasil, P. cincinnata € uma das espécies que apresenta maior potencial de mercado,
observando-se fenotipicamente uma consideravel variabilidade entre acessos,
principalmente relacionados ao tamanho e formato de folhas, flores e frutos
(ARAUJO, 2007). Dessa forma, além dos trabalhos de descricdo e conservacéo, sdo
necessarios estudos de caracterizacao inicial de forma a conhecer a variabilidade
cariotipica e molecular dos gendétipos existentes, buscando identificar genoétipos
promissores para uso em programas de melhoramento genético.

O uso da coloracdo diferencial com os fluorocromos CMA3/DAPI permite
identificar a distribuicdo e quantificar a heterocromatina, possibilitando uma melhor
compreensao das alteracdes cromossdmicas que se estabelecem em cada gendétipo
(SOARES-SCOTT et al., 2005). Melo et al. (2001), ao analisarem oito espécies de
Passiflora com o uso de fluorocromos CMA3/DAPI, observaram de um a trés pares
de blocos de CMA e nenhuma heterocromatina DAPI positiva. A coloragdo com uso
dos fluorocromos em P. cincinnata mostrou quatro blocos CMA positivos localizados
na regido terminal do bragco longo dos cromossomos, ndo sendo observada para
essa espécie a formagdo de bandas DAPI positivo (COELHO, 2009). Entretanto, a
analise foi realizada em apenas um individuo, ndo sendo possivel detectar possiveis
diferencas ou estabelecer um padréo de distribuicdo de bandas para acessos dessa

espécie.
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Por ser uma planta albgama, os grdos de pdlen do maracujazeiro levam
consigo a composicdo genética consequente da heterozigose, o que faz com que
essas plantas transmitam para a proxima geracao o proprio gameta (SOUZA et al.,
2002).

Coelho (2015), investigando a viabilidade polinica em algumas espécies de
Passiflora, ndo sé detectou alta viabilidade para P. cincinnata (96,9%) e P. edulis
(89,9%), mas também para o hibrido interespecifico P. edulis x P. cincinnata
(89,8%). Araujo et al. (2008), estudando P. cincinnata, observaram que existe uma
consideravel variabilidade morfolégica nos grdos de pdlen entre 0s acessos
coletados em diferentes localidades. Outra abordagem foi realizada por Moreno et al.
(2015), que realizaram coletas de bot6es florais de P. edulis em horérios distintos, e
verificaram que, apesar de haver diferencas, a viabilidade dos grdos de podlen
permaneceu alta, com valores acima de 70%. A elevada taxa de viabilidade do gréo
de pdélen de maracuja detectada por esses autores indica a grande probabilidade de
diferentes combinacdes entre os alelos (SOUZA et al., 2002).

A caracterizacdo inicial de forma a conhecer a composicdo génica dos
gendtipos existentes e identificar quais os promissores, € fundamental para que as
espécies sejam utilizadas em programas de melhoramento genético.

Nesse contexto, o presente trabalho objetivou caracterizar citogeneticamente
a diversidade genética entre acessos de P. cincinnata, analisando a viabilidade
polinica e o0 numero e a localizacdo de regides heterocromaticas por meio da dupla
coloracdo com fluorocromos CMA3/DAPI.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material vegetal e infraestrutura

O material utilizado foi proveniente do Banco Ativo de Germoplasma — BAG
de Maracuija, localizado na Embrapa Semiarido, Petrolina-PE. Foram analisados seis
acessos de P. cincinnata (Tabela 1), cada acesso contando com trés repeticdes.
Todos os experimentos foram conduzidos no laboratério de biotecnologia e em casa

de vegetacéo, pertencentes a Embrapa Semiéarido, localizada em Petrolina - PE.
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TABELA 1. Origem e identificacdo dos acessos de Passiflora cincinnata analisados, pertencentes ao
Banco Ativo de Germoplasma de Maracuja da Embrapa Semiarido . Petrolina, PE, Brasil, 2017.

Trat/acesso? Longitude W  Latitude S Altitude M Municipio/Origem UF
1-A0423 39:39:36.00 W  7:23:24.00 S 930 Crato CE
16 - C0707 42:08:24.00 W 14:33:36.00S 728 Jaguarari BA
25-F2331 39:40:12.00 W  9:43:48.00 S 494 Curaca BA
34 -J0809 40:13:12.00 w  9:48:36:00 s 469 Juazeiro BA
42 - TO336 38:50:24:00 w  8:01:12:00 s 596 Sé&o José do Belmonte PE
49 - F2646 41:17:24: 00w 8:03:36:00 s 381 Paulistana PI

1A04, C07, F23, F26, J08 e T03 correspondem as respectivas Unidades Geoambientais de
caracterizagdo do zoneamento agroecoldgico do Nordeste onde os acessos foram coletados
(ARAUJO, 2007).

2.2. Analise Citogenética
2.2.1. Viabilidade Polinica

As analises foram realizadas com base no procedimento descrito por Guerra;
Souza (2002). Botdes florais foram fixados diretamente em solugdo de Carnoy 3:1
(etanol: acido acético glacial, v/v). As fixacBes foram mantidas entre 2 e 24 horas a
temperatura ambiente, sendo, em seguida, estocadas a -20 °C até sua andlise.
Posteriormente, com auxilio de um estereomicroscopio, as anteras foram retiradas,
obtendo-se os graos de pdlen, os quais foram distribuidos em lamina de vidro para
realizagéo da coloragao.

A viabilidade polinica foi comparada utilizando os seguintes corantes: Carmim
acético (RADFORD et al., 1974) e reativo de Alexander (ALEXANDER, 1980). O
carmim confere uma coloracdo rosa/avermelhado ao pélen quando esse € viavel,
ndo corando os invidveis, enquanto que o Alexander promove uma coloracao
pUrpura aos graos viaveis e a cor verde para 0s inviaveis.

Para cada um dos seis acessos foram confeccionadas seis laminas, trés para
cada um dos corantes, avaliando-se 300 grdos de podlen por lamina. Foram
considerados viaveis 0s grdos bem corados e inviaveis 0s que apresentaram
coloracdo fraca ou esverdeada e/ou morfologia diferente. As imagens foram
capturadas e analisadas pelo software Dinocapture 2.0, utilizando a objetiva de 10x,

calculando-se os valores médios de diametro com seus respectivos desvios padrao.
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2.2.2. Analise mitdtica

Para as andlises mitéticas foram coletadas pontas de raizes, mergulhando-as
em tubos de eppendorf de 2 ml, contendo 8-hidroxiquinoleina 2mM, deixados em
temperatura ambiente por 1 hora. Finalizado essa etapa foram transferidos para
uma temperatura a 8 °C por 24 horas, fixadas em Carnoy 3:1(metanol: acido acético)
e estocadas a -20 °C até sua utilizacéo.

A execucdo da analise convencional permitiu a identificacdo do numero e
morfologia cromossémica, onde pelo menos dez metafases foram examinadas por
individuo, utilizando as melhores células para as medicbes cromossdmicas e
confeccdo dos idiogramas. Todas as medi¢bes foram realizadas com o auxilio do
programa Image Tool.

Foram medidos cromossomos de metafases bem espalhadas, estimando os
seguintes parametros carioldgicos: comprimento absoluto (CA), somatoério dos
comprimentos cromossémico total (TCL), comprimento cromossémico médio (mCL)
e comprimento relativo (CA/TCL).

Para o preparo das laminas, as pontas de raizes que estavam estocadas no
fixador foram lavadas duas vezes em agua destilada por 5 minutos cada,
hidrolisadas em HCI 5N por 20 minutos (andlise convencional) ou digeridas em
solucdo enzimatica (2% celulase — 20% pectinase) a 37 °C em camara umida por 2
ou 3 horas (coloracdo com fluorocromos). Em ambas as analises as amostras foram
maceradas em lamina com uma gota de acido acético, sendo em seguida
esmagadas entre lamina e laminula e levadas ao nitrogénio liquido. Apés a retirada
da laminula, as laminas foram postas para secar em temperatura ambiente, coradas
com Giemsa 2% e montadas em Entellan para a analise convencional ou coradas
com DAPI/glicerol (1:1, v/v) para selecionar as melhores laminas. As selecionadas
foram descoradas com fixador de Carnoy 3:1 (etanol: acido acético) durante 30
minutos e imersas em alcool etilico absoluto por 1 hora em temperatura ambiente,
secas ao ar e deixadas para envelhecer por trés dias. Apds esses trés dias as
laminas foram coradas ou estocadas a -20°C até posterior uso na coloragdo com 0s
fluorocromos CMAsz (Cromomicina Asz)/DAPI.

A coloracdo com fluorocromos CMA3 e DAPI seguiu o protocolo descrito por
Schweizer; Ambros (1994), com algumas modifica¢des, adicionando-se o CMA (0,5

mg/ml) por 1 hora, seguido do DAPI (2ug/ml) por 30 minutos.
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Em seguida foi realizada a montagem das laminas em tampdao
glicerol/Mcllvaine (contendo MgClI2), sendo as mesmas guardadas em caixa escura

durante trés dias até posterior analise no microscopio de fluorescéncia.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os graos de pdlen corados com carmim acético 2% apresentaram alta
viabilidade polinica para todos os acessos analisados. Os maiores percentuais foram
observados para os acessos 34 e 42 com valores 100% e 99,89%, respectivamente
(Tabelal). Um estudo realizado em maracuja amarelo (Passiflora edulis Sims f.
flavicarpa Degener) por Souza et al. (2002), mostrou que o0s grdos de pdlen
coletados nas primeiras 12 horas apdés a abertura da flor, corados com carmim
acético mostraram os maiores valores médios de percentagem, porém, mesmo
apesar da diminuicdo encontrada apos as 12 horas, o valor médio de viabilidade foi
superior a 80%. Souza et al. (2003), utilizando carmim acético em Passiflora
edmundoi Sacco, observaram um valor médio de viabilidade de 97,9%. O uso do
mesmo corante testado em diferentes espécies de maracujazeiro constatou alta
viabilidade, com valores acima de 70% (LEMOS et al., 2006; VALERIANO et al.,
2011).

A alta viabilidade encontrada nesse género pode ser também potencializada
pelo fato do grédo de pélen do maracujazeiro ser recoberto por uma substancia
chamada pollenkit, que atua como protetora do grao de pdlen, minimizando a
desidratacdo e, consequentemente, a perda da viabilidade (PACINI; HESSE, 2005).

A Vviabilidade estimada com o uso do reativo de Alexander também
apresentou altos valores de viabilidade para os diferences acessos. O maior valor
encontrado foi para o acesso coletado em Curaca-BA com 99,00% e o menor valor
para o acesso coletado no estado de Pernambuco com 97,78% de viabilidade
(Tabela 3). A comparacao feita entre os dois corantes testados mostra que o reativo
de Alexander apresentou valores ligeiramente inferiores ao carmim acético, porém
ambos se mostraram eficientes para discriminar os graos de polen inviaveis (Tabelas
2 e 3).

O Reativo de Alexander contém verde malaquita que tem afinidade com a
celulose presente na parede celular, corando-a de verde, e a fucsina acida que cora

0 protoplasma na coloracdo purpura. Os graos de podlen inviaveis por nao
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apresentarem protoplasma coram-se de verde (BIONDO; BATTISTIN, 2001; NETO
et al., 2006) (Figura 1). O carmim acético confere uma coloragédo vermelha intensa
para os gréos de pdlen viaveis, resultado esse obtido a partir da reacdo que ocorre
com o material genético presente no citoplasma, enquanto que os graos de poélen
inviaveis ndo coram e/ou apresentam formacao irregular (SANTOS et al., 2015)
(Figura 2).

TABELA 2 — Estimativa da viabilidade polinica em acessos de Passiflora cincinnata utilizando carmim
acético a 2%, com respectivas procedéncias e valores médios dos GPV (Graos de podlen viaveis), GPI

(Gréos de polen inviaveis), DMGPV (Diametro médio de grdo de polen viavel), DMGPI (Diametro
médio de grao de polen inviavel) e NTA (Numero total avaliado), Petrolina, PE, 2017.

Trat/Acesso Procedéncia GPV GPI DMGPV DMGPI NTA
(%) (%) (um) (um)
1-A0423* Crato — CE 99,56 0,44 84,55 60,88 900
16-C0707* Jaguarari — BA 99,67 0,33 74,37 57,80 900
25-F2331* Curaga - BA 99,67 0,33 72,43 62,89 900
34-308092* Juazeiro — BA 100 - 72,31 - 900
42-T03362* S&o José do Belmonte — 99,89 0,11 72,26 58,48 900
PE
49-F26462* Paulistana - PI 99,33 0,67 75,62 59,90 900

*1A04, CO7, F23, J08, TO3 e F26 correspondem as respectivas Unidades Geoambientais de
caracteriza¢do do zoneamento agroecoldgico do nordeste onde 0s acessos foram coletados.

TABELA 3 — Estimativa da viabilidade polinica em acessos de Passiflora cincinnata utilizando Reativo
de Alexander, com respectivas procedéncias e valores médios dos GPV (Graos de poélen viaveis),
GPI (Graos de pdlen inviaveis), DMGPV (Diametro médio de grdo de poélen viavel), DMGPI (Diametro
médio de grao de pélen inviavel) e NTA (Namero total avaliado), Petrolina, PE, 2017.

Trat/Acesso Procedéncia GPV GPI DMGPV DMGPI NTA
(%) (%) (um) (um)
1-A0423* Crato - CE 98,11 1,89 76,71 60,37 900
16-C0707* Jaguarari — BA 98,78 1,22 70,28 62,10 900
25-F2331* Curaca - BA 99,00 1,00 68,24 63,32 900
34-3J08092* Juazeiro — BA 98,67 1,33 66,58 62,17 900
42-T03362* S&o José do Belmonte — 97,78 2,22 66,13 62,57 900
PE
49-F26462* Paulistana - Pl 98,89 1,11 68,74 58,98 900

*1A04, CO7, F23, J08, TO3 e F26 correspondem as respectivas Unidades Geoambientais de
caracterizacdo do zoneamento agroecoldgico do nordeste onde os acessos foram coletados.
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FIGURA 1 — Estimativa da viabilidade polinica e diametros de grdos de pélen mensurados em
diferentes acessos (01, 16, 25, 34, 42, 49) de Passiflora cincinnata corados com carmim acético 2%.

FIGURA 2 — Estimativa da viabilidade polinica e diametros de grdos de pélen mensurados em
diferentes acessos (01, 16, 25, 34, 42, 49) de Passiflora cincinnata corados com reativo de Alexander.

Hister e Tedesco (2016) ao realizarem um trabalho de comparacao entre os
corantes orceina acética 2% e reativo de Alexander com a finalidade de estimar a
viabilidade polinica de Psidium cattleianum, chegaram a conclusdo que o melhor
corante foi o reativo de Alexander, que permitiu uma melhor distincdo entre gréos de
pélen viaveis e invidveis. Nesse estudo foi relatado que houve diferenca entre os
valores da viabilidade encontrada com o0s dois corantes, ocorrendo uma
superestimacdo com o uso da orceina acética, fazendo do reativo de Alexander o
corante mais eficiente para estimar a viabilidade dos gréos de polen.

Tiago et al. (2014), ao determinarem a viabilidade polinica em variedades de
mandioca (Manihot esculenta Crantz) com o uso de diferentes corantes, observaram
gue o reativo de Alexander diferiu estatisticamente dos outros corantes por revelar
menor média de podlen viavel para a espécie.

Techio et al. (2006), avaliando hibridos interespecificos entre Pennisetum
purpureum X Pennisetum glaucum (capim-elefante x milheto), observaram que os
corantes orceina acética e carmim propidnico mostraram alta taxa de graos de pdlen
viaveis, com valores acima de 90%. Entretanto essa elevada viabilidade ndo era

esperada, uma vez que as irregularidades meioticas presente nesses hibridos os
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tornam inférteis. O reativo de Alexander foi 0 mais fidedigno, mostrando resultados
com 0% de viabilidade para trés dos quatro hibridos testados, revelando a completa
esterilidade dos mesmos.

Diferentemente dos resultados encontrados por esses autores, Silva et al.
(2015) constataram que 0s corantes carmim aceético e reativo de Alexander nao
diferiram estatisticamente para trés populacdes de caja, tendo o reativo de
Alexander indicado a maior media de viabilidade dos graos de polen.

Santos et al. (2015), ao analisarem diferentes corantes com a finalidade de
definir o melhor para a avaliagdo colorimétrica de grédos de polen de Bertholletia
excelsa, concluiram que o reativo de Alexander seria o mais indicado devido a facil
distincéo entre viaveis e inviaveis.

No presente estudo em P. cincinnata, a viabilidade estimada a partir dos
valores médios dos diferentes percentuais observados para cada corante mostra que
tanto o carmim acético com o0 Reativo de Alexander apresentaram elevada
viabilidade, com valores acima de 98% (Tabela 4). As altas taxas de viabilidade
encontradas com o uso de ambos os corantes indicam uma boa responsividade dos
diferentes acessos a essas metodologias de avaliacdo, indicando também que esses
gendtipos podem ser utilizados em programas de melhoramento, através de
cruzamentos para obtencao de hibridos (SOARES-SCOTT et al., 2005).

TABELA 4 Valores médios de viabilidade dos diferentes acessos de Passiflora cincinnata corados
com carmim acético e reativo de Alexander.

Corantes Gréos de pdlen vidveis (%) Graos de polen inviaveis (%)
Carmim Acético 99,33 0,31
Reativo de Alexander 98,54 1,46

Com relacdo aos diametros dos graos de pélen, ha indicacbes que a
diminuicao da viabilidade polinica pode estar relacionada as diferencas no tamanho
dos graos de pdlen (Soares-Scott et al., 2005). No presente trabalho, os gréos de
pélen viaveis corados com carmim acético mostraram valores entre 72,26 um
(acesso 42) e 84,55 uym (acesso 01). J& os valores mensurados para aqueles
considerados inviaveis variaram de 57,80 ym (acesso 16) a 62,89 um (acesso 25)
(Tabela 2). As mensuracdes realizadas utilizando o reativo de Alexander resultaram
em diametros entre 66,13 um (acesso 42) e 76,71 uym (acesso 01) para os graos de
polen viaveis, e de 58,98 uym (acesso 29) a 63,32 um (acesso 25) nos gréaos de

polens inviaveis (Tabela 3). Nesse caso, parece que 0 uso do carmim aceético
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ocasiona alguma mudanca de permeabilidade nas membranas e/ou paredes
celulares dos graos de pdlen viaveis, levando ao aumento de tamanho. Observa-se
ainda na Figura 2 que a espessura da exina dos graos de pélen corados com carmin
acético é mais fina que aqueles corados com o reativo de Alexander. Essa diferenca
de resposta € importante para efeitos comparativos de morfometria entre genotipos,
devendo-se levar em consideracédo o tipo de corante utilizado. Vale ressaltar que
valores similares de diametro de graos de polen de P. cincinnata foram relatados por

Coelho (2015) utilizando o corante carmim acético.

3.1. Analise mit6tica

No presente estudo, na analise mitética dos acessos de P. cincinnata foram
encontrados numeros cromossémicos diploides 2n=18 (Figura 3). Outros trabalhos
realizados com P. cincinnata observaram o mesmo namero cromossoémico (MELO et
al., 2001, COELHO, 2009, AZEVEDO et al., 2011), confirmando a espécie como
pertencente ao grupo cromossémico representado pelo niamero basico secundario
x=9. Espécies com 2n=18 podem ser resultantes do processo evolutivo resultante da
poliploidia de 2n=12 seguida de aneuploidia por perdas de pares cromossomicos de
espécies ancestrais com 2n=24. Espécies com numeros Ccromossdmicos
intermediarios como por ex: 2n=20, 2n=22 sustentam essa hipétese (SOARES-
SCOTT et al., 2005)

O comprimento absoluto dos cromossomos variou de 4,02 a 2,52 ym, 3,52 a
2,20 pm, 3,83 a 2,61 pm, 3,66 a 2,23 pm, 3,87 a 2,43 pm, 4,49 a 1,86 pm para 0s
acessos 01, 16, 25, 34, 42 e 49 respectivamente (Figura 3). Com relacdo aos
comprimentos cromossdmicos médio e total, o0 acesso 01 apresentou 0s maiores
valores (3,33 e 29,96 um), seguidos dos acessos 25 (3,20 e 28,78 um), 42 (3,06 e
27,57 um), 34 (3,86 e 25,75 pum), 16 (2,82 e 25,37 um), e 49 (2,67 e 24,03 pum).

Azevedo et al. (2011), ao realizarem a caracterizacdo citogenética de
parentais e hibridos interespecificos de Passiflora edulis Sims x Passiflora cincinnata
Mast. observaram que o maior valor para o comprimento cromossémico médio foi de
2,39 um e 0 menor de 1,75 um. Coelho (2016) chegou a valores semelhantes em P.
cincinnata com o maior valor apresentado de 4,12 uym e o menor 2,73 um. Esses
resultados encontrados por esses autores assemelham-se aos registrados nesse

trabalho. Finalmente foi observado entre os acessos cariotipos simétricos com uma
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distribuicdo uniforme de tamanhos cromoss6micos, com excecado do par 1 do acesso

49, o qual apresentou o maior comprimento cromossomico relativo, com valor cerca

de 30% maior que o dos demais acessos (Figura 3).

Passiflora cincinnata— Acesso 01

1 2 3 4 5 6 7 8 9
C.A. 4.02 388 374 3.64 343 315 2.90 2.69 2.52
CR 1342 1295 1249 1214 1144 1050 968 898 840

C.A.

Passiflora cincinnata— Acesso 16

L 2 3 4 5 6 7 8 9

3.52 324 307 296 279 272 2.58 230 220

C.R. 13.87 12.77 12.09 1168 1099 10.71 10.16 9.07 865
1um 1um
Passiflora cincinnata— Acesso 25 s < s
Passifloracincinnata— Acesso 34
i} 2 3 4 5 6 i 8 9
1 2 3 4 5 6 7 8 9
C.A. 3.83 3.45 341 334 331 314 3.00 2.68 2.61 | | I l l I l . l
CR 1332 1199 1186 11.62 1150 1090 1041 932 9.08 CA. 366 345 317 29 275 261 251 240 223
C.R. 1421 1340 1231 1150 1069 10.15 9.74 9.34 866
lum
lum
Passiflora cincinnata— Acesso 42 Passifloracincinnata— Acesso 49
1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 2 3 4 5 6 7 8 9
C.A. 3.87 3.52 342 324 2.96 2.82 271 261 243 C.A. 4.49 3.02 2.88 281 260 246 200 193 1.86
C.R. 1405 12,77 1239 11.75 10.73 10.22 9.83 9.45 881 C.R. 1869 1255 1197 11.68 10.80 10.22 832 8.03 774
lum lum
FIGURA 3 - Idiogramas de diferentes acessos de Passiflora cincinnata representando os

comprimentos cromossémicos absoluto (C.A.) e relativo (C.R.). Os cromossomos foram alinhados de
acordo com o comprimento, em ordem decrescente de tamanho.

A dupla coloracdo CMA3/DAPI permitiu observar a presencga de quatro bandas

CMA", revelando regides heterocromaticas ricas em bases CG (Citosina e Guanina)

(Figura 4) em todos os acessos analisados.

A heterocromatina constitutiva é

composta por sequéncias de DNA altamente repetitivas, com alto grau de
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condensacdo, localizadas preferencialmente ao redor da constricdo secundaria e em
posi¢coes proximais e terminais (SOARES-SCOTT et al., 2005). No presente trabalho
foi possivel observar quatro blocos de CMA®, apresentaram heteromorfismo de
tamanho em um dos dois pares cromossémicos de todos os acessos, localizando-se

na regiao terminal dos mesmos (Figura 4).

FIGURA 4 - Metéfases mitdticas em P. cincinnata com 2n=18, coradas com CMA (A, C) e DAPI (B,
D). Setas indicam presenca de bandas CMA".

Os nucleos interfasicos do tipo semirreticulados apresentaram pequenos
blocos mais brilhantes identificados através da coloracdo CMA, indicando que uma
pequena porcao de cromatina rica em pares de base CG permanece condensada
durante a intérfase (Figura 5). O heteromorfismo de tamanho dos blocos CMA®

indicam a ocorréncia de variacdo entre os acessos de P. cincinnata que
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possivelmente podem ser decorrentes de alteracdes estruturais entre diferentes
acessos (SOARES-SCOTT et al., 2005).

FIGURA 5 — Nucleos interfasicos em Passiflora cincinnata corados com CMA (B, D), DAPI (A, C).
Setas indicam presenc¢a de cromatina mais brilhante nos nicleos interfasicos com coloragdo CMA.

4. CONCLUSOES

Nao ha diferenca quanto aos valores de estimativa de viabilidade polinica em
diferentes acessos de Passiflora cincinnata utilizando como corante tanto carmin
acético como o Reativo de Alexander;

Entretanto, verificaram-se diferencas nas medi¢cdes do diametro dos gréos de
pélen viaveis dentro do mesmo acesso, sendo 0s maiores valores observados
guando se utiliza carmim acético quando comparados com a coloragcdo realizada
utilizando o reativo de Alexander;

A dupla coloragdo diferencial CMA/DAPI permitiu confirmar a existéncia de

quatro blocos CMA", havendo heteromorfismo de tamanho entre um dos pares.
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CAPITULO 2 — ESTIMATIVA DA DIVERSIDADE GENETICA
DE DIFERENTES ACESSOS DE Passiflora cincinnata
MAST. COM A UTILIZACAO DE MARCADORES
MOLECULARES ISSR.

Artigo a ser submetido a revista Brazilian Journal of Botany
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RESUMO

O estudo teve como objetivo estimar a diversidade genética em diferentes acessos
de P. cincinnata com o uso de marcadores moleculares ISSR. Os 15 iniciadores pré-
selecionados formaram um total 1200 bandas entre 100-1000 pb, sendo 678
polimorficas, com valor médio de 62,41% de polimorfismo. A dissimilaridade genética
(dg) foi estimada com base no coeficiente de Jaccard variando de 0,25 a 0,67, com
valor médio de 0,46. O método de agrupamento UPGMA permitiu visualizar a
formacao de quatro grupos distintos, ndo sendo os acessos agrupados de acordo
com a origem, indicando a existéncia de variabilidade genética entre acessos de
mesma procedéncia. Os diferentes marcadores moleculares ISSR mostraram
eficiéncia na deteccdo de polimorfismo, revelando variabilidade intraespecifica nos
acessos avaliados.

Palavras-Chave: Maracuja. Espécies nativas. PCR.
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ABSTRACT

The objective of this study was to estimate the genetic diversity in different
accessions of P. cincinnata with the use of molecular markers ISSR. The pre-
selected 15 primers formed a total of 1200 bands between 100-1000 bp, 678
polymorphic, with a mean value of 62.41% polymorphism. Genetic dissimilarity (dg)
was estimated based on the Jaccard coefficient ranging from 0.25 to 0.67, with an
average value of 0.46. The UPGMA grouping method allowed the visualization of the
formation of four distinct groups, and the accessions were not grouped according to
the origin, indicating the existence of genetic variability between accesses of the
same origin. The different molecular markers ISSR showed efficiency in the detection
of polymorphism, revealing intraspecific variability between the accessions.

Keywords: Passion fruit. Wild species. PCR.
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1. INTRODUCAO

O género Passiflora possui ampla variabilidade genética, sendo composto por
espécies nativas e cultivadas. Algumas espécies nativas apresentam tolerancia a
doencas e pragas e consequentemente potencial de uso em programas de
melhoramento. No entanto, pouco se sabe quanto a diversidade genética existente
nessas espécies, sendo necessario realizar a caracterizacdo desses germoplasma.

Os marcadores moleculares revelam polimorfismo de sequéncia de acido
desoxirribonucleico, método esse que tem sido de grande importancia para a anélise
de diversidade genética e caracterizacdo de germoplasma vegetal (FERREIRA,
RANGEL, 2005), por detectarem polimorfismo ao nivel de DNA, sem influéncia do
meio ambiente (SILVA, et al. 2011).

Os diferentes marcadores moleculares existentes se mostram bastantes
eficientes em diversos estudos de identificacdo de variabilidade genética. Martins et
al. (2011), utilizando marcadores do tipo microssatélites ou SSR (Single Sequence
Repeat), obtiveram resultados positivos na analise em diferentes variedades de
abacate, identificando diversidade genética e materiais promissores para uso futuro
em programas de melhoramento. Mendonca (2011) conseguiu resultados
satisfatérios com wuso do marcador AFLP (Amplified Fragment Lenght
Polymorphism), relatando 92,94% de bandas polimoérficas em populagdes naturais
de Barbatimao-verdadeiro, identificando maior variabilidade genética dentro da
populacao (70,93%) do que entre as populacdes (29,06%).

Em Passiflora, os marcadores moleculares também tém sido utilizados para
estimar a variabilidade genética existente. Ao realizar um estudo em gendtipos
comerciais de maracujazeiro amarelo (Passiflora edulis f. flavicarpa) e entre
espécies de passifloras nativas utilizando RAPD (Random Amplification of
Polymorphic DNA), Viana et al. (2003), obtiveram elevadas taxas de polimorfismo
para a diversidade interespecifica. No entanto, os individuos das popula¢cées de
maracujd amarelo mostraram baixo polimorfismo, indicativo de um possivel
estreitamento da base genética das espécies comerciais. Bellon et al. (2007), por
sua vez, encontraram alta variabilidade genética intra-especifica para diferentes
acessos Passiflora edulis Sims. analisados com uso de RAPD.

De modo geral, marcadores moleculares s&o eficientes, transmitindo

confiabilidade de dados no estudo da variabilidade genética existente entre 0s
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genadtipos (FARIAS, 2016). Entretanto, alguns desses marcadores apresentam custo
elevado, problemas de repetibilidade ou dificuldade para aquisicdo de primers
(PRECZENHAK, 2013).

Os ISSR (Inter Simple Sequence Repeat), quando comparados a outros
marcadores, destacam-se por combinar facilidade, confiabilidade e baixo custo para
as analises (PRECZENHAK, 2013). E uma das muitas técnicas moleculares
baseada em PCR (Polymerase Chain Reaction), utilizando primers de sequéncia
simples repetitiva amplificando regiées entre sequéncias alvo (COELHO, 2015).
Promovem rapida distin¢do entre individuos aparentados, devido ao elevado grau de
reprodutibilidade e polimorfismo (BORBA et al., 2005), permitindo a identificacao de
variabilidade intra e interespecifica (DANTAS et al. 2012).

Dentro do género de Passiflora esse marcador tem se mostrado eficiente na
deteccado de polimorfismo em germoplasma melhorado e ndo melhorado (COSTA et
al. 2012). Alguns autores, estudando a diversidade genética do maracujazeiro,
relataram ter encontrado variabilidade genética intrapopulacional, indicando o seu
uso para deteccdo de polimorfismo (COSTA et al., 2010; REIS et al., 2011; COSTA
et al., 2012; COELHO, 2015).

O presente estudo objetivou determinar a diversidade genética em acessos

de P. cincinnata Mast. com a utilizacdo de marcadores moleculares ISSR.

2. MATERIAL E METODOS

O material estudado pertence ao Banco Ativo de Germoplasma — BAG de
Maracuja, localizado na Embrapa Semiarido, Petrolina-PE. Foram analisados seis
acessos de P. cincinnata (Tabela 1), cada acesso contando com trés individuos.
Todos os experimentos foram conduzidos no laboratério de biotecnologia e em casa

de vegetacéo, pertencentes a Embrapa Semiéarido, localizada em Petrolina - PE.

A extracdo de DNA foi feita a partir de folhas jovens coletadas de plantas
mantidas em casa de vegetacdo. Todo o material coletado foi devidamente
identificado e armazenado em freezer com temperatura de -80 °C até posterior uso

na etapa de extracdo de DNA.
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TABELA 1 Origem e identificacdo dos acessos de Passiflora cincinnata analisados, pertencentes ao
Banco Ativo de Germoplasma da Embrapa Semiarido. Petrolina, PE, Brasil, 2017.

Trat/acesso? Longitude W  Latitude S Altitude M Municipio/Origem UF
1-A0423 39:39:36.00 W  7:23:24.00 S 930 Crato CE
16 - C0707 42:08:24.00 W 14:33:36.00S 728 Jaguarari BA
25-F2331 39:40:12.00 W  9:43:48.00 S 494 Curaca BA
34 -J0809 40:13:12.00 w  9:48:36:00 s 469 Juazeiro BA
42 - TO336 38:50:24:00 w  8:01:12:00 s 596 Sé&o José do Belmonte PE
49 - F2646 41:17:24: 00w 8:03:36:00 s 381 Paulistana PI

1A04, C07, F23, F26, J08 e T03 correspondem as respectivas Unidades Geoambientais de
caracterizagdo do zoneamento agroecoldgico do nordeste onde os acessos foram coletados
(ARAUJO, 2007).

2.1. Extracdo de DNA

O protocolo utilizando para a Extracdo de DNA foi o descrito por Doyle e
Doyle (1990). Folhas jovens foram maceradas em cadinhos com nitrogénio liquido
até a obtencdo de um po fino. O material obtido com a maceracao foi transferido
para um microtubo de 2 ml contendo 950 ul de tamp&o de CTAB 2% e, em seguida,
colocados em banho-maria a 60°C por 45 minutos, invertendo-se os tubos a cada 15
minutos. ApoOs esfriar em temperatura ambiente por pelo menos 5 minutos, o
material foi levado a capela de exaustdo onde foram adicionados 700 ul de
cloroférmio/alcool isoamilico, levemente homogeneizados por inversdao e
centrifugados a 12.000 rpm por 10 minutos. Ainda em capela de exaustao,

transferiu-se a fase aquosa para microtubos de 1,5 ml.

Em seguida adicionou-se 700 pl de alcool isopropilico gelado, realizando-se
suaves inversdes, mantendo o material no gelo por 30 minutos. Finalizado esse
periodo, as amostras foram centrifugadas a 14000 rpm sendo, posteriormente,
descartado o sobrenadante e adicionado 500 pl de alcool etilico a 70%, realizando-
se uma centrifugacdo por um periodo de 5 minutos. Essa lavagem com alcool 70%
foi repetida mais uma vez, deixando-se em seguida o precipitado secar de um dia

para o outro em temperatura ambiente.

O pellet formado foi ressuspendido em 15 ul de TE deixando em temperatura
ambiente por 1 hora. Ao final dessa etapa acrescentou-se 5 yl de RNAse, levando a

banho-maria a 37°C por 1 hora.
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2.2. Quantificacao

Apos a extracdo foram quantificadas presenca e qualidade do DNA em gel de
agarose 1%, observando e comparando a intensidade de bandas do DNA extraido
em relacdo a intensidade das concentragbes padrdo de lambda (Invitrogen). Para
0s ensaios com PCR as amostras de DNA foram diluidas para aliquotas de 20 ng/ul

em agua deionizada e posteriormente armazenadas a -20°C.

2.3. Amplificagdo de DNA por PCR/ISSR

O processo de amplificacdo foi realizado em um termociclador Gene Amp
9600 (Applied Biosystems), avaliando 15 primers pré-selecionados do tipo ISSR
(Tabela 2) com um volume final de 25 pl por amostra, contendo: 20 ng de DNA, 1x
de tampéao, 3 mM de MgClz, 0,2 mM de dNTP’s, 0,5 mM de primer, 0,7 U de Taq,
ajustando o volume final com agua Milli-Q. O programa de amplificacdo constou de
uma etapa a 94°C por 3 min, seguida de 39 ciclos de: 94°C por 45 s, anelamento a
50°C por 1 min, e amplificacdo a 72°C por 1 min, com extenséo final a 72°C por 7
min.
TABELA 2 Iniciadores ISSR utilizados na amplificacéo de fragmentos de DNA dos diferentes acessos

de Passiflora cincinnata Mast. mantidos no Banco Ativo de Germoplasma da Embrapa Semiarido.
Petrolina, 2017.

Primer Sequéncia*

1- DIGA3'C GAGAGAGAGAGAGAGAC
2- DIGT5'CR CRGTGTGTGTGTGTGTGT
3- DIGT5'CY CYGTGTGTGTGTGTGTGT
4- TriCAC3'YC CACCACCACCACCACYC
5- TriCAC5'CR CRCACCACCACCACCAC
7- TriCAG CAGCAGCAGCAGCAG

9- TriCAG3'YC CAGCAGCAGCAGCAGYC
10- TriGTG3'RC GTGGTGGTGGTGGTGRC
11- TrTGT TGTTGTTGTTGTTGT

12- TriAAC 3'RC AACAACAACAACAACRC
13- TriACA 3'RC ACAACAACAACAACARC
15- TriACG 3'RC ACGACGACGACGACGRC
17- DIGA5'CR CRGAGAGAGAGAGAGAGA
19- TriGTA 3'RC GTAGTAGTAGTAGTARC
20- TriGCA 3'RC GCAGCAGCAGCAGCARC

*R = A+G; Y=C+T
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2.4. Resolucéo e andlise das amplificacdes

As amplificacGes foram realizadas por eletroforese em gel de agarose 1,6 %
corados com brometo de etidio, utilizando o tampé&o de corrida TBE 1x, submetido a
uma voltagem de 100 V por 3 horas. O marcador de peso molecular de 100pb DNA
Ladder foi utilizado para estimar o tamanho dos fragmentos. Ao final da eletroforese
as amplificacbes foram observadas sob luz UV e documentadas em um

fotodocumentador LPix-STi (Loccus Biotecnologia).

2.5. Analise estatistica dos dados

Para a analise dos dados foi atribuidos o valor (1) para presenca e (0) para
auséncia de bandas, sendo os marcadores polimérficos submetidos a analise de
diversidade genética. A dissimilaridade genética foi estimada com base no
complemento do coeficiente de similaridade Jaccard (1908). A matriz de distancias e
o dendrograma foram ajustados através da correlacdo cofenética (cc) por meio do
programa Genes (CRUZ, 2006). Obteve-se o dendrograma por intermédio do
método de agrupamento baseado na média aritmética ndo ponderada entre grupos
(UPGMA).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os 15 iniciadores de ISSR utilizados, quatro dinucleotideos (DIGA3'C,
DIGT5'CR, DIGT5'CY, DIGA5'CR) e onze trinucleotideos (TriCAC3'YC, TriCAC5'CR,
TriCAG, TriCAG3'YC, TriGTG3'RC, TriTGT, TriAAC 3'RC, TriACA 3'RC, TriACG
3'RC, TriGTA 3'RC, TriGCA 3'RC) geraram um total de 1200 bandas (média de 80
bandas), com tamanhos variando entre 100-1000 pb.

Todos os primers selecionados detectaram polimorfismo entre 0s acessos,
amplificando 678 fragmentos polimorficos (média de 45,2 bandas por iniciador),
representado por um valor médio de 62,41% de polimorfismo (Tabela 3). A alta
média de marcadores por iniciador evidencia a alta variabilidade genética
intraespecifica dos acessos analisados (BELLON et al., 2007).

O numero de fragmentos variou entre o valor minimo de 3 bandas para os
primers TriGTG3'RC e TriGTA 3'RC (ambos também apresentaram 0 menor
percentual de polimorfismo), amplificando apenas 5,26% de fragmentos polimérficos.
O iniciador TriCAC5'CR amplificou o numero maximo de 124 fragmentos. Os
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primers com maior percentual de bandas polimérficas foram os DIGA3'C, DIGT5'CY,
TriTGT, TrACA 3'RC e TriACG 3'RC, com valor de 100% de polimorfismo (Tabela
3).

Um estudo realizado por Costa (2010), utilizando marcadores ISSR em P.
edulis, relatou que os primers DIGA3'C e o TriACG 3'RC geraram valores
semelhantes ao encontrado no presente trabalho, com 100% de polimorfismo. Estes
resultados comprovam o alto contetdo informativo deste marcador. Vale salientar
gue os iniciadores ISSR geram polimorfismo sempre que um genoma perde a
repeticdo da sequéncia ou tem uma exclusdo ou insercdo ou translocacdo que
modifica a distancia entre as repeticdes (VIJAYAN, 2005).

Os marcadores ISSR selecionados expressaram a existéncia de variabilidade
genética entre os diferentes acessos de P. cincinnata, com percentuais de bandas
por gendtipo de 17,8%, 16,5%, 17%, 15%, 15% e 18% para os acessos 01, 16, 25,
34, 42 e 49, respectivamente, ndo havendo valores discrepantes no numero de
bandas geradas (Tabela 2).

Observou-se que os primers com repeticdes de trinucleotideos foram os que
apresentaram maior polimorfismo em relacdo aqueles com dinucleotideos, com
média de 51,09 e 28,75 bandas por primer, respectivamente. Santos et al. (2009),
realizando estudo semelhante com espécies do género Passiflora, relataram que os
trinucleotideos foram mais polimorficos que os dinucleotideos com média de 15,5 e
10,5 alelos por iniciador, respectivamente.

Costa et al. (2012) caracterizaram 63 genoétipos de maracuja amarelo, por
meio de 23 iniciadores ISSR, onde 22 se mostraram polimoérficos, com média de
11,56 bandas por iniciador. Esse valor coloca o ISSR como uma das melhores
ferramentas para detectar variabilidade genética intraespecifica de acessos, sendo
eficiente para avaliacdes de polimorfismo e estudo de diversidade genética dentro
de P. edulis.

A variabilidade genética intraespecifica pode ser explicada, principalmente em
acessos provenientes de diferentes localizacdes geogréficas, e pela eficiéncia da
técnica de ISSR na quantificacdo da variabilidade em Passiflora. Em P. foetida L.,
por exemplo, Silva (2016), realizou um trabalho com 11 acessos coletados em duas
regides distintas por meio do uso dos primers ISSR e RAPD (5 ISSR e 8 RAPD), o
que permitiu a geracao de um total de 146 e 271 marcadores, com média de 29,20 e

33,88 marcadores por primer ISSR e RAPD, respectivamente. Os elevados valores
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de percentagem de marcadores polimorficos e média de marcadores por iniciador
indicam elevada variabilidade genética entre 0s acessos.

Valores semelhantes ao percentual de polimorfismo aqui relatado também
foram encontrados por Carmo et al. (2017) em P. cincinnata. Os primers
selecionados amplificaram 81 fragmentos de DNA, dos quais 53 foram polimorficos
gerando um percentual de 65,43%. Entretanto, a média dos fragmentos polimérficos
amplificados por iniciador foi de 4,81.

Os valores elevados de polimorfismo podem ser explicados pelo sistema de
autoincompatibilidade, que induz a polinizacdo cruzada, aumentando assim o indice
de polinizacdo cruzada das populacdes das espécies aumentando a variabilidade
genética.

Os valores de dissimilaridade Genética (dg) entre os acessos variaram de
0,25 (acessos 1A e 1B) a 0,66 (acessos 1A e 16B), com valor médio de 0,46. Nesse
caso, a analise de agrupamento permitiu observar a formacdo de quatro grupos
distintos (Figura 1).

O grupo | foi constituido por 10 individuos, o grupo Il por 3 individuos, o grupo
Il por 3 individuos, e o grupo IV por 2 individuos. O numero de grupos formados
evidencia a variabilidade genética existente entre os individuos avaliados, uma vez
que a formacao de poucos grupos demonstra uma similaridade alta (MARTINS et al.,
2011). Os agrupamentos nao tiveram necessariamente uma relacdo direta com a
origem dos materiais. No grupo | foram alocados os acessos dos estados da Bahia,
Ceara, e Piaui. Os acessos provenientes do estado de Pernambuco se mantiveram
no grupo Il. O grupo lll e IV constituidos por acessos procedentes do estado da
Bahia.

Bellon et al. (2006), estudando a variabilidade intraespecifica de acessos de
P. alata, observou a existéncia de variabilidade genética entre os acessos de regides
geograficas distintas. O mesmo foi observado por Junqueira et al. (2006),
trabalhando com acessos de P. nitida de procedéncias distintas, verificando alta
variabilidade nesses acessos.

Com a analise de agrupamento foi possivel observar que existe variabilidade
nao somente entre 0s acessos, mas também dentro do proprio acesso. Observa-se
no dendrograma que um dos trés individuos do acesso 16 agrupou junto ao grupo I,
ndo seguindo o padrdo formado, onde os individuos de mesmo acesso

permanecem no mesmo grupo.
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FIGURA 1 Dendrograma de dissimilaridade obtido pelo método UPGMA e coeficiente de Jaccard em

18 acessos de Passiflora cincinnata Mast. pertencentes ao Banco Ativo de Germoplasma da Embrapa
Semiérido.

O género Passiflora possui ampla variacdo morfolégica. Em P. cincinnata
podemos observar que as folhas da mesma espécie coletada em diferentes regides
apresentam diferencas na sua morfologia (Figura 2). Ocorreu variacdo morfolégica
ndo sO entre os acessos, mas também dentro dos acessos (Figura 3). Essas

diferencas indicam a existéncia de variabilidade intraespecifica nessa espécie.

A variabilidade genética encontrada nos acessos possivelmente € resultado
de acdes conjuntas de fatores como mutacéo, migracdo, selecdo e deriva génica,
gue operam dentro do contexto historico e biolégico de cada espécie de planta. O
conhecimento dessa variabilidade intraespecifica mostra que ndo se deve fazer
generalizagdo sobre a espécie. Nesse caso, devem-se considerar as diferentes
expressdes genéticas entre acessos, principalmente de diferentes procedéncias
(FALEIRO et al., 2012).
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Os marcadores moleculares ISSR apresentaram boa reprodutibilidade e
polimorfismo, sendo capazes de discriminar 0os acessos quanto a sua diversidade,
indicando a existéncia de variabilidade intraespecifica entre os acessos de P.
cincinnata. O fato de os individuos ndo se agruparem com outros acessos de mesma

origem revela que pode ocorrer variabilidade genética entre acessos de mesma

procedéncia.
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Figura 2 - Diferenga morfoldgica em folhas de diferentes acessos de Passiflora cincinnata coletados
em regides distintas.

Figura 3 - Diferenca morfologica em folhas entre as repeticbes de um mesmo acesso de Passiflora
cincinnata.



TABELA 3 Iniciadores ISSR utilizados na amplificacdo de acessos de Passiflora cincinnata Mast., com suas respectivas sequéncias, niumero total de
bandas (NTB), nimero de bandas polimorficas (NBP), percentagem de polimorfismo (P %), nimero de bandas por genétipo (NBG) e amplitude de

fragmentos (AF).
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Primer Sequéncia* NTB NBP P (%) NBG AF (pb)
01 16 25 34 42 49

1- DIGA3'C GAGAGAGAGAGAGAGAC 22 22 100 3 5 3 5 3 3 200-700
2- DIGT5'CR CRGTGTGTGTGTGTGTGT 77 41 53,25 14 15 13 13 9 13 400-100
3- DIGT5'CY CYGTGTGTGTGTGTGTGT 35 35 100 6 7 9 2 2 9 350-1000
4- TriCAC3'YC CACCACCACCACCACYC 136 46 33,82 21 22 25 23 22 23 100-1000
5- TriCAC5'CR CRCACCACCACCACCAC 196 124 63,27 39 40 30 15 33 39 350-1000
7- TriCAG CAGCAGCAGCAGCAG 117 81 69,23 22 18 15 21 20 21 500-1000
9- TriCAG3'YC CAGCAGCAGCAGCAGYC 99 63 63,64 18 10 19 16 17 19 350-650
10- TriGTG3'RC GTGGTGGTGGTGGTGRC 57 3 5,26 9 9 9 9 9 12 350-1000
11- TriTGT TGTTGTTGTTGTTGT 43 43 100 5 6 8 8 8 8 300-1000
12- TriAAC 3'RC AACAACAACAACAACRC 91 73 80,22 17 18 22 13 8 13 250-700
13- TriACA 3'RC ACAACAACAACAACARC 62 62 100 11 6 12 12 11 10 350-900
15- TriACG 3'RC ACGACGACGACGACGRC 34 34 100 6 4 6 6 6 6 500-600
17- DIGA5'CR CRGAGAGAGAGAGAGAGA 107 17 15,89 21 20 17 17 17 15 250-900
19- TriGTA 3'RC GTAGTAGTAGTAGTARC 57 3 5,26 9 9 9 9 9 12 350-1000
20- TriGCA 3'RC GCAGCAGCAGCAGCARC 67 31 46,27 13 9 8 12 12 13 350-1000
Total 1200 678 56,5% 214 198 205 181 186 216

NBG (%) 17,83 16,50 17,08 15,08 15,50 18,00

Média 80 452  62,41% 14,27 13,2 13,67 12,07 124 144

*R=A+G; Y=C+T
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4. CONCLUSOES

A caracterizacdo molecular com ISSR foi eficiente para estimar a diversidade
genética dentro dos acessos de P. cincinnata, podendo ser usados com sucesso na
caracterizagdo molecular do germoplasma dessa espécie;

O elevado percentual de polimorfismo encontrado com o uso dos marcadores
ISSR, sugere o que as populacdes em estudo tém ampla base genética,

A analise de agrupamento mostrou a importancia de se estudar os diversos
acessos dessa espécie, devido a variabilidade encontrada nos acessos procedentes
ndo sO de estados diferentes, mais também do mesmo estado, considerando as

expressivas diferencas genéticas entre acessos.
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CONCLUSOES GERAIS

Este trabalho aumenta o conhecimento da variabilidade genética de Passiflora
cincinnata, com base no uso de ferramentas citogenéticas e moleculares. Nesse
caso, foi possivel concluir que:

O uso dos corantes reativo de Alexander e carmim acético sdo eficientes para
estimar a viabilidade polinica nos diferentes acessos de P. cincinnata; porém, as
medicdes de diametro realizadas em gréos de pdlen corados com carmim acético
resultam em valores maiores que aquelas realizadas com o reativo de Alexander;

Foram observados numeros cromossémicos diploides 2n=18 em todos os
acessos, incluindo a espécie como pertencente ao grupo cromossémico
representado pelo nimero basico secundario x=9;

A dupla coloracdo diferencial CMA/DAPI permitiu observar regides
heterocromaticas ricas em bases CG em todos o0s acessos analisados, confirmando
a existéncia de quatro blocos CMA™ e DAPI;

Os marcadores do tipo ISSR foram eficientes para estimar a diversidade
genética dentro dos acessos de P. cincinnata permitindo detectar elevado
polimorfismo entre os diferentes acessos.

Os iniciadores com o0s maiores percentuais de polimorfismo foram os
DIGA3'C, DIGT5'CY, TriTGT, TriACA 3'RC e TriACG 3'RC, apresentando 100% de
bandas polimérficas.

A andlise de agrupamento mostrou a importancia de ndo se fazer
generalizacbes quando se trata de uma mesma espécie. Os diferentes acessos
analisados de P. cincinnata, mostram a existéncia de variabilidade intraespecifica
encontrada nos acessos procedentes tanto do mesmo quanto entre diferentes
estados de origem.

As expressivas diferencas genéticas entre os acessos de P. cincinnata

indicam o seu uso potencial em programas de melhoramento.



