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IntroduçãoIntroduçãoIntroduçãoIntroduçãoIntrodução
A Biotecnologia, no sentido mais amplo do conceito, tem sido aplicada

para melhorar espécies de plantas desde os primórdios da atividade agrícola

há 10.000 anos. Esta melhoria não se restringe à produção, qualidade e

rusticidade das lavouras (em termos de resistência às pestes), mas se estende

ao desenvolvimento de processos, sobretudo, de fermentação, tais como

aqueles envolvidos na panificação e na produção de bebidas alcoólicas. A

moderna Biotecnologia, desenvolvida no final do século XX, incorpora várias

técnicas moleculares e se apresenta como tecnologia revolucionária,

ganhando créditos na comunidade científica, no setor produtivo e na mídia.

Neste capítulo, pretende-se listar e discutir as abordagens da nova

biotecnologia que vêm sendo usadas ou guardam potencial para assistir o

melhoramento genético de espécies frutíferas, em especial, à cultura do

maracujá-amarelo (Passiflora edulis f. flavicarpa) e do maracujá-doce

(Passiflora alata).

Os objetivos do melhoramento genético das espécies de Passiflora são,

nomeadamente, (i) maior produtividade e melhor qualidade dos frutos, (ii)

resistência a doenças fúngicas que afetam a copa ou o porta-enxerto, quando

usado, (iii) resistência à Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae e ao Passion

fruit woodiness virus (PWV). A caracterização da diversidade genética presente

entre e dentro das espécies cultivadas e silvestres de Passiflora é essencial
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para se atingir tais objetivos e pode-se adiantar que todos esses aspectos
podem ser beneficiados pela incorporação de tecnologias moleculares. Para

facilitar o entendimento, este capítulo será apresentado em subtítulos.

MicropropagaçãoMicropropagaçãoMicropropagaçãoMicropropagaçãoMicropropagação
Estudos sobre cultivo in vitro têm sido relatados por vários autores e

foram revisados por Vieira & Carneiro (2004). A micropropagação, a partir de
meristemas preexistentes - brotos axilares ou segmentos nodais - tem sido
aplicada para propagação clonal (Drew, 1997), limpeza viral (Huang et al.,
1997) e como fonte de células e tecidos (Tabela 1). No que tange à
conservação de germoplasma, os protocolos foram estabelecidos (Dornelas &
Vieira, 1994, Figura 1), mas a tecnologia não tem sido utilizada em bancos
oficiais, embora promissora para compor coleções de acessos silvestres.

Os tecidos de Passiflora são bastante responsivos à ação da citocinina
BA (6-benzylaminopurine) que induz a formação de meristemóides e gemas
por organogênese direta ou indireta (Appezzato-da-Gloria et al., 2005) em
concentrações <10 µM. A formação de raízes nos brotos individualizados é
induzida mediante tratamento com auxinas, como o NAA
(1-Napthaleneacetic acid) (Tabela 1) e, também, na ausência de fitorreguladores
em meio com baixa concentração de sais e compostos orgânicos.

Na Austrália, outras práticas de micropropagação são adotadas: a
cultivar E23, um híbrido entre P. edulis e P. edulis f. flavicarpa, é propagada por
microestaquia. Brotos apicais de plantas adultas são enxertados em secções
de caule e mantidos, no escuro, em MS basal (Murashige & Skoog, 1962)
suplementado com 150 µM 2iP (N6-[2-Isopentenyl]adenine), 200 µM de sulfato
de adenina e 17,1 µM IAA (Indole-3-acetic acid), desenvolvendo-se em
plântulas em MS + 4,9 µM 2iP e 5,7 µM IAA. Ápices juvenis de E23 e as
espécies P. edulis f. flavicarpa, P. edulis, P. alata, P. caerulea, P. mollissima, P.
coccinea, P. herbertiana e P. suberosa crescem rapidamente em MS + 10 µM de
cinetina (6-Furfurylaminopurine) + 5 µM IAA. Rápida multiplicação foi
igualmente obtida em MS suplementado com 20 µM BA, 10 µM cinetina e 5 µM

IAA enquanto o enraizamento se deu em MS + 5 µM IAA (Drew, 1991).
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Dornelas & Vieira (1994) relataram a proliferação de brotos a partir de

ápices caulinares (5 cm) desinfetados em solução de NaOCl (1% a 2%) de P.

edulis f. flavicarpa, P. mollissima, P. giberti, P. maliformis e de P. amethystina em

½ MS livre de fitorreguladores. Passiflora mollissima, que é nativa da região

andina, mostrou-se bem adaptada in vitro, com o maior número de folhas

expandidas. A formação de raízes se deu nas mesmas condições(26 ± 2°C,

16 h sob 23 µm m-2 s-1 de radiação luminosa), aos 28 dias, quando se procedeu

a transferência para a casa de vegetação. Essa prática pode ser usada para a

conservação de coleções de germoplasma, procedendo-se subcultivos a

cada 45 dias ou sob temperatura mais baixa (16°C) e dois subcultivos anuais. A

formação de múltiplos brotos também foi relatada para P. edulis f. flavicarpa a

partir de ápices excisados de plântulas axênicas e cultivados em MS + BA

(Faria & Segura, 1997a). Os benefícios dessa citocinina também foram

utilizados para estabelecer culturas de ápices de Passiflora nitida, uma espécie

típica da Amazônia cujas sementes têm taxas de germinação muito baixas

(Passos, 1999).

A microenxertia é uma prática que tem sido usada para a eliminação de

viroses de cultivares asiáticas de maracujás (Huang et al., 1997). Em certas

regiões do Brasil, entretanto, onde a incidência de PWV é generalizada, a

limpeza clonal terá efeito passageiro.

Figura 1. Exemplares de passifloras silvestres
conservados em ½ MS, na ausência de fitorreguladores.
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Tabela 1. Estudos sobre cultura in vitro de Passiflora, divulgados em periódicos
científicos de 1990 a 2004, de acordo com a espécie, fonte de explante, tipo e
concentração (em µM) do fitorregulador usado para induzir a regeneração em meio
MS (Murashige e Skoog, 1962)*.

Espécie Fonte de Tipo e concentração de Referência
explante fitorregulador

P. edulis f. flavicarpa Disco foliar 0,0; 2,2; 4,4; 6,6 BA ou 0,0; Trevisan e Mendes
1,1; 2,2; 3,4 Thidiazuron (2005)

P. edulis f. flavicarpa Disco foliar 4,44 BA + 2,32 cinetina Becerra et al., (2004)
P. edulis var. edulis Ápices 22,2 BA Isutsa (2004)
P. edulis var. flavicarpa caulinares 22,2 BA + 11,6 GA3
P. edulis f. flavicarpa Ápices Inibidores (STS e AVG) da Reis et al. (2003)

caulinares ação do etileno
P. edulis f. flavicarpa Entrenó 4,4-17,7 BA Biasi et al. (2000)
P. edulis f. flavicarpa Disco foliar 0,0-5,3 BA Otahola (2000)
P. edulis x P. edulis Cotilédone 10,0 BA + 10% água de Hall et al., (2000)
flavicarpa coco; transferência para

10,0 NAA
P. suberosa Disco foliar 0,0; 2,2 ou 4,4 BA Monteiro et al.

(2000a)
P. edulis f. flavicarpa Segmento MS ou MSM + 13,3 BA Monteiro et al.

nodal (2000b)
P. caerulea Folha 10,0 BA + 0,1 IAA Jasrai e Mudgil

(1999)
P. mollissima Segmento Várias concentrações e Cancino et al.
P. edulis flavicarpa nodal combinações de BA e (1998)
P. giberti cinetina
P. edulis f. flavicarpa Hipocótilo 5,0 BA + 2 IAA Faria e Segura

Folha (1997a)
P. edulis f. flavicarpa Ápices 2,0 a 20,0 BA + 2,0 IAA Faria e Segura

caulinares (1997b)
P. foetida Endosperma 8,8  BA Mohamed et al.

triplóide (1996)
P. edulis f. flavicarpa Primórdios de 1,0 BA + 1 IBA; Kawata et al., (1995)

brotos transferência para 10,0 BA
P. edulis flavicarpa Cotilédone 8,88 BA + 10% água Dornelas e Vieira
P. mollissima Hipocótilo de coco (1994)
P. giberti Folha
P. maliformis
P. amethystina
P. edulis x P. edulis Ápices 10,0 cinetina + 5,0 IAA Drew (1991)
flavicarpa adultos e

juvenis
P. edulis Segmento 8,8 BA Kantharajah e Dodd

nodal (1990)

*Fonte: Vieira & Carneiro (2004), modificada.
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Geração de variabilidade genéticaGeração de variabilidade genéticaGeração de variabilidade genéticaGeração de variabilidade genéticaGeração de variabilidade genética

Via hibridação sexualVia hibridação sexualVia hibridação sexualVia hibridação sexualVia hibridação sexual

As estratégias aplicadas para expandir a variabilidade genética a partir

da exploração do germoplasma silvestre são: a hibridação sexual

(interespecífica), a hibridação somática e a engenharia genética, por meio da

tecnologia do DNA recombinante e dos métodos de transformação de

plantas.

A hibridação interespecífica tem sido extensivamente utilizada, mas seu

sucesso depende do relacionamento filogenético entre as espécies envolvidas

no cruzamento. Essa afinidade vai determinar a fertilidade dos híbridos F1 e,

conseqüentemente,  seu potencial para utilização em programas de

melhoramento. Sucessivas gerações de retrocruzamento com o genitor

cultivado são conduzidas com a finalidade de introduzir o(s) gene(s) do

genitor silvestre e recuperar o desempenho da espécie comercial. Entretanto,

esse método é limitado a certas espécies por barreiras de incompatibilidade:

os cruzamentos são incompatíveis ou ocorre a formação do zigoto, porém ele

é abortivo. Uma alternativa usada para contornar esse problema implica na

excisão do embrião imaturo e o seu posterior desenvolvimento in vitro. Esse

resgate tem facilitado, por exemplo, a incorporação de genes exóticos na

cultura da batata e do tomate.

A síntese de híbridos F1 entre Passiflora edulis flavicarpa e espécies

silvestres é uma estratégia importante e deve ser adotada para promover a

introgressão de genes. No entanto, representa apenas o primeiro passo, pois

o pareamento entre cromossomos homeólogos é essencial para a fertilidade

do F1 e, não menos importante para propiciar a recombinação gênica via

crossing over. Há relatos em trigo, por exemplo, cujo pareamento entre

homeólogos pode ser suprimido pela ação de genes específicos (Jauhar &

Chibbar, 1999). Também, as sucessivas gerações de cruzamento com o

genitor recorrente devem ser acompanhadas por estudos meióticos e

moleculares. Estes, por sua vez, prestam-se para identificar alelos específicos
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de cada genitor e, por conseguinte, o número de gerações para a

recuperação do genoma recorrente poderá ser abreviado. Cabe lembrar que o

número de plantas a ser analisado a cada geração deve ser grande o suficiente

para contemplar todas as combinações alélicas favoráveis, possibilitando ao

melhorista, a oportunidade de escolha.

Via hibridação somáticaVia hibridação somáticaVia hibridação somáticaVia hibridação somáticaVia hibridação somática

As duas outras estratégias anteriormente mencionadas (transgenia e

fusão celular) incluem procedimentos biotecnológicos. Os avanços na

pesquisa sobre cultura de tecidos vegetais, especialmente sobre a

regeneração de brotos a partir de protoplastos (células isoladas, desprovidas

de parede celular), possibilitaram a geração de híbridos por fusão somática

(Figura 2), inclusive, de Passiflora (Dornelas et al., 1995; Otoni et al., 1995;

Vieira & Dornelas, 1996).

Contudo, esse é um procedimento laborioso, e os ganhos em termos

de introgressão se restringem a poucos exemplos, como ocorre em Solanum.

O desenvolvimento da fusão assimétrica de protoplastos (o núcleo da espécie

silvestre é fragmentado antes da fusão) representa certo avanço no uso da

tecnologia de fusão para fins de introgressão.

A hibridação somática oferece também a oportunidade de se combinar

dois citoplasmas, o que não ocorre na hibridação sexual, pois o citoplasma

materno é preferencialmente herdado. Associada a essa vantagem, cabe

advertir que os produtos de fusão são poliplóides artificiais e por isso, em

geral, apresentam bom crescimento vegetativo se prestando como porta-

enxertos. No caso de Passiflora, esta seria, atualmente, a única justificativa

para a produção desses híbridos, visando ao convívio dos pomares

enxertados com doenças de solo.

A avaliação da compatibilidade dos híbridos de fusão de protoplastos

com o acesso comercial usado como copa, bem como a sua produção, vai

delinear  seu real potencial de aproveitamento como porta- enxertos. Também,

por razões de natureza citológica, os híbridos somáticos tendem a produzir
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pólen, mas não frutos, mesmo quando submetidos a cruzamentos artificiais, o

que impossibilita  sua multiplicação via semente. Como a pesquisa para  sua

produção não é de custo alto, os híbridos somáticos de Passiflora poderão ser

usados desde que sejam de fácil propagação, via estaquia, compatíveis com

o enxerto, além de se mostrarem resistentes a doenças de solo.

Figura 2. Enxertia de P. edulis flavicarpa acesso FB-100 no híbrido somático
Passiflora edulis flavicarpa + Passiflora cincinnata.

A B

A instabilidade cromossômica que é peculiar aos poliplóides artificiais,

inclusive, aos híbridos somáticos de Passiflora (Barbosa & Vieira, 1997; Cuco

et al., 2005) restringe a sua utilização prática. Some-se a isto o vasto campo de

estudos que se abriu pelo desenvolvimento das técnicas de transformação.

Em que pese a restrição ao uso da agricultura transgênica em Passiflora devido

(i) a alogamia das espécies cultivadas, (ii) ao Brasil ser o centro de diversidade

genética do gênero e (iii) a outras considerações relativas à biossegurança,

mormente por se tratar de uma fruteira, a pesquisa na área deve fornecer

soluções para a cultura do maracujá, principalmente, no que tange à

resistência a vírus. Caberá à comunidade interessada decidir sobre a sua

liberação ou não.
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Via transformação de plantasVia transformação de plantasVia transformação de plantasVia transformação de plantasVia transformação de plantas

Desde que a primeira planta transgênica foi liberada, em 1996, para

consumo humano – o tomate Flavr Savr, modificado para reduzir seus níveis de

poligalacturonase e, por isso, resistir mais ao “tempo nas prateleiras” –

registra-se massiva expansão de culturas transgênicas no campo (Dunwell,

2000, James, 2004).

A agricultura transgênica teve como alvo imediato o produtor agrícola. Os

caracteres mais freqüentemente incorporados têm sido aqueles que reduzem o

custo da produção de uma cultivar, como a resistência a herbicidas e a pragas. O

exemplo mais divulgado (e comercializado em vários países) é a soja transgênica

que expressa o gene de resistência ao glifosato, princípio ativo do herbicida

Roundup, produzida pela empresa Monsanto (Quecini & Vieira, 2001).

Quanto à resistência a pragas, os transgenes foram isolados de Bacillus

thuringiensis (Bt) e codificam endotoxinas (Frutos et al., 1999). Existem

variedades comerciais resistentes a insetos, produzidas pela inserção de

genes Bt no seu genoma, entre elas, o tomate (Fischoff et al., 1987), algodão

(Perlak et al., 1990), tabaco (Willians et al., 1993), milho (Koziel et al., 1993) e

canola (Stewart et al., 1996). Genes codificadores de peptídeos que atuam

como inibidores de proteinases (IPs) também têm sido usados para induzir

resistência a lagartas em plantas transgênicas (Silva-Filho & Falco, 2001).

A área global cultivada com plantas transgênicas em 2005 foi de 81,0

milhões de hectares, sendo os principais países produtores: os Estados

Unidos, com 47,6 milhões de hectares; a Argentina, com 16,2 o Canadá, com

5,4; o Brasil, com 5,0; a China, com 3,7; o Paraguai, com 1,2 milhão de

hectare, além da Índia e da África do Sul, cada um com 0,5 milhão de hectare

de transgênicos (http://www.isaaa.org).

Há vários estudos sobre transformação genética em espécies frutíferas,

por exemplo, Malus pumila (James et al., 1989; Lambert & Tepfer, 1992); Vitis

vinifera e V. rupestris (Mullins et al., 1990); Actinidia deliciosa (Rugini et al.,

1991); Prunus persica (Smigocki & Hammerschlag, 1991), P. domestica (Mante

et al., 1991) e P. armeniaca (Machado et al., 1992); Citrus auratifolia (Moore et
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al., 1992; Pérez-Molphe-Balch & Ochoa-Alejo, 1998), C. sinensis (Peña et al.,

1995a, 1995b) e C. sinensis cv. Halmlin (Boscariol, 2004); Poncirus trifoliata

(Kaneyoshi et al., 1994); Diospyrus kaki (Nakamura et al., 1998); Persea

americana (Cruz-Hernández et al., 1998) e Passiflora edulis (Manders et al.,

1994; Silva, 1998; Hall et al., 2000; Takahashi, 2002; Alfenas et al., 2005; Castro,

2005; Monteiro, 2005; Trevisan, 2005).

No caso específico de maracujás e de várias outras fruteiras, a

transgenia se aplica, mormente, para a produção de plantas resistentes a

patógenos. Para resistência a vírus, são utilizados genes que expressam

proteínas virais, sendo os mais usados os genes da capa protéica. A presença

dessas proteínas na célula hospedeira interrompe a transcrição, replicação ou

mesmo a disseminação do vírus (Silva-Filho & Falco, 2001). Em Passiflora, o

primeiro trabalho de transformação visando à resistência a vírus foi o de Braz

(1999) que introduziu, via Agrobacterium tumefaciens, uma seqüência que inibe

a tradução do RNA do vírus responsável pela doença que causa o

endurecimento dos frutos. O autor isolou um fragmento do genoma do vírus

contendo a região 3’ do gene da replicase e a região 5’ da proteína capsidial

e inseriu no vetor de clonagem. Apesar de não ter observado amplificação do

gene de interesse nas plantas regeneradas, os genes uidA e o nptII foram

detectados por reação em cadeia da polimerase (PCR). Recentemente, o

mesmo grupo publicou a obtenção de uma planta resistente ao vírus, aqui

reconhecido como Cowpea aphid-borne mosaic virus (Alfenas et al., 2005).

Com esse mesmo objetivo, Trevisan (2005) introduziu o gene completo

da proteína capsidial, também via  A. tumefaciens, em maracujá-amarelo.

Neste trabalho, o autor transformou discos foliares excisados de plântulas das

cultivares IAC-275 e IAC-277, as quais regeneraram 119 e 109 plantas

respectivamente. A integração do transgene foi confirmada em 7 das 8 plantas

analisadas pela técnica de Southern blot, com diferentes números de cópias do

transgene. Dessas, três plantas expressaram o RNA viral e uma delas foi imune

ao PWV depois de sucessivas inoculações.

Outras abordagens que podem ser usadas para a obtenção de plantas

tolerantes a vírus são: (i) pela expressão da replicase viral (Hellwald et al.,
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1995), (ii) pela expressão de proteínas envolvidas no movimento do vírus na

planta (Lapidot et al., 1993), (iii) uso de RNA anti-senso (“antisense RNA”), que

é complementar a uma das fitas do genoma viral (Bejarano & Lichtenstein,

1994), (iv) uso de RNA satélite, que tem a propriedade de reduzir a replicação

do vírus e atenuar o sintoma (McGarvey & Kaper, 1993) e (v) uso de RNA

defectivo interferente, estratégia freqüentemente associada à diminuição dos

sintomas da doença (Stenger, 1994).

A exploração das defesas naturais das plantas também pode ser

aplicada e baseia-se na (a) produção de elicitores (Wegener et al., 1996), (b)

introdução de genes de origem vegetal, semelhante ao em arroz pela inserção

do gene Xa21 para obter resistência à Xanthomonas oryza pv. oryza (Wang et al.,

1996) ou (c) superexpressão de genes de defesa pela produção de

fitoalexinas, como as tioninas (Carmona et al., 1993).

Quanto à geração de plantas transgênicas resistentes a doenças

bacterianas, as estratégias aplicadas envolvem, mormente, a introdução de

genes que codificam proteínas bactericidas. Os peptídeos antimicrobianos

(AMPs) são de ocorrência generalizada nos organismos multicelulares, sendo

responsáveis pelas respostas imunes ou de defesa. Como dito, em plantas, os

peptídeos líticos, isolados de insetos, como as cecropinas e análogos, as

lisozimas e as atacinas têm sido usados para induzir resistência a patógenos.

Particularmente, as atacinas têm ação contra bactérias Gram-negativas,

interferindo na transcrição de genes omp que, por sua vez, estão envolvidos na

síntese de porinas, proteínas constituintes dos poros da membrana

plasmática. Isto resulta em um desarranjo na membrana externa bacteriana e

na drástica redução no seu crescimento (Imler & Bulet, 2005).

Reynoird et al. (1999) transformaram plantas de pêra com o gene da

atacina E (attE), isolado de Hyalophora cecropia, via A. tumefaciens, visando

controlar Erwinia amylovora. A expressão e a presença da proteína foram

confirmadas por técnicas moleculares, e a análise de resistência dos

transformantes foi conduzida in vitro, inoculando-se a estirpe do patógeno. Os

transformantes mostraram-se resistentes enquanto os não-transformantes

foram suscetíveis.
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Em Passiflora edulis f. flavicarpa, o gene que codifica a atacina A (attA),
isolado de Trichoplusia ni (Kang et al., 1996), foi introduzido via biobalística
(Takahashi, 2002; Castro, 2005) e A. tumefaciens (Monteiro, 2005) com o
objetivo de gerar plantas resistentes à bacteriose causada por Xanthomonas
axonopodis pv. passiflorae. As plantas, oriundas da biobalística, foram
analisadas quanto à presença do gene exógeno via PCR e Southern blot,
resistência ao herbicida Finale®, usado como agente seletivo e resistência à
bacteriose e oito delas se mostraram resistentes à doença (Tabela 2). As taxas

de transformação foram da ordem de 0,13%.

Tabela 2. Resposta de plantas transgênicas (T) e de suas matrizes (M) à infecção por
X. axonopodis pv. passiflorae, avaliada após 18 dias. Dados (em %) da área foliar
lesionada.

Código1 Área de lesão T2 Área de lesão2 M M/T

  2 3,68 10,60 2,88

11 7,00 22,04 3,15

16 8,85 17,14 1,94

18 2,17 32,86 15,14

20 11,11 19,68 1,77

32 14,33 25,13 1,75

33 1,89 36,44 19,28

43 5,97 25,94 4,34

1 Códigos designados pelo autor; 2 Média de quatro repetições.
Fonte: Castro, 2005;

Plantas de Citrus, também, foram transformadas com o gene attA via
A. tumefaciens para induzir resistência à bacteriose causada por X. axonopodis
pv. citri (Boscariol, 2004). Posteriormente, as plantas transgênicas (Southern+)
foram infectadas com a bactéria. Os resultados mostraram que a expressão do
peptídeo antimicrobiano proveu tolerância à bactéria, em um período de
incubação maior e lesões com diâmetros menores do que aquelas das
plantas-controle.

A eficiência das plantas transgênicas em manifestar resistência a um
patógeno depende do nível de expressão (Florack et al., 1995), da
estabilidade e da localização do peptídeo heterólogo na célula hospedeira
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(Düring, 1996). Segundo Silva-Filho (2003), a localização específica das

proteínas dentro da célula é condição essencial para seu funcionamento,

assim como o direcionamento dos peptídeos é um processo bem controlado

e eficiente. Grande parte das proteínas endógenas relacionadas à defesa, além

das fitoalexinas e ligninas, está localizada no espaço intercelular (apoplasto)

onde a bactéria fitopatogênica se multiplica antes de penetrar na célula

vegetal (Bogs et al., 1998). Duas seqüências de direcionamento relacionadas

ao processo de secreção foram identificadas: os peptídeos sinais (PS), que

são aqueles clivados a partir de uma cadeia nascente e as âncoras sinais (AS),

que não são clivadas, liberando as proteínas na membrana do retículo

endoplasmático. As atacinas nativas encontram-se na hemolinfa dos insetos e

possuem um peptídeo sinal que as direciona para uma via secretória. Monteiro

(2005) confirmou que a atacina A é direcionada para o meio extracelular em

células vegetais. Para isto, o gene attA foi fusionado aos genes repórteres gfp

e uidA cuja expressão é facilmente visualizada, e células do bulbo da cebola

foram transformadas com essa construção genética. A expressão de ambos os

genes repórteres foi detectada no aploplasto, indicando que o produto da

fusão foi secretado. Isso explicaria a menor área de lesão observada nas

plantas transgênicas de maracujá transformadas com o gene attA,

comparativamente àquela presente nas plantas matrizes (Tabela 2).

Melhoramento molecular: a construção de mapasMelhoramento molecular: a construção de mapasMelhoramento molecular: a construção de mapasMelhoramento molecular: a construção de mapasMelhoramento molecular: a construção de mapas
genéticos e suas aplicaçõesgenéticos e suas aplicaçõesgenéticos e suas aplicaçõesgenéticos e suas aplicaçõesgenéticos e suas aplicações

Os marcadores moleculares ou de DNA têm contribuído substancialmente

para dar suporte aos estudos de genética de populações de diversas espécies e

tendem, pouco a pouco, a ser usados para assistir os procedimentos de seleção

e melhoramento. Por intermédio deles, é possível analisar a variabilidade

genética, identificar genótipos ou genes específicos e detectar possíveis

associações entre os marcadores e características fenotípicas.

Considerando os caracteres qualitativos, a simples ligação entre a

marca e a característica já permite ao melhorista proceder à seleção com

base no marcador, sem instalar ensaios no campo e esperar o término do



Métodos biotecnológicos aplicados ao melhoramento genético do maracujá

423

ciclo produtivo para  sua confirmação. Esse é o fundamento da estratégia

denominada por seleção assistida por marcadores moleculares (SAM), desde

que essa ligação seja forte. A estratégia deve ser adotada, sobretudo, nos

casos em que a característica de interesse é de avaliação difícil e em espécies

perenes de ciclo longo, possibilitando a redução no tempo e no custo do

programa de melhoramento.

Levando-se em consideração os caracteres quantitativos, ou seja,

aqueles controlados por grande número de genes que, em geral, mostram

baixa herdabilidade, o uso de marcadores moleculares para assistir a seleção

não é imediato. Há necessidade de se mapear os locos (via construção de

mapas genéticos ou não) e daí estimar o efeito desses locos responsáveis

pela expressão do fenótipo quantitativo (QTL) na população em estudo. Mais

importante ao melhorista é perceber que a associação detectada é própria

do cruzamento sob avaliação e que a vantagem da SAM em relação à seleção

fenotípica vai depender da herdabilidade do caráter. Ressalte-se que outros

alelos de efeito igual ou até maior provavelmente existam podendo se

manifestar (ou não) em outros ambientes.

A construção de mapas de ligação, com base em marcadores

genéticos, advém da teoria proposta por Sturtevant, em 1913, a qual faz uso

da freqüência de recombinantes como medida da distância entre dois genes.

Assim, as bases teóricas da construção de mapas genéticos foram

estabelecidas na primeira metade do século passado, porém, com o advento

das técnicas de DNA, novos delineamentos genéticos e um maior número de

marcas e de indivíduos passaram a ser usados exigindo novas ferramentas

estatísticas para a construção de mapas.

Entre as principais aplicações dos mapas genéticos podem-se

destacar: (a) o mapeamento de genes que controlam características

agronômicas, tanto de herança qualitativa como quantitativa, sendo esse

atributo a base para a SAM (Tanksley, 1993; Liu, 1998); (b) o mapeamento

comparativo (Ahn & Tanksley, 1993; Jones et al., 2002); (c) a clonagem

posicional de genes (positional cloning), que permite a clonagem sem a

necessidade de se conhecer a priori o gene e seus produtos, mas apenas  sua
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posição no genoma (Collins, 1992; Martin et al., 1993); (d) a atribuição de
marcas aos cromossomos da espécie por diferentes estratégias, como FISH
(Fluorescent In Situ Hybridization); (e) a integração com mapas físicos, isto é,
mapas derivados das técnicas de seqüenciamento.

A construção de um mapa genético exige a geração de uma população
segregante e sua análise com algum tipo de marcador genético, a separação das
marcas em grupos de ligação, a determinação da ordem dos locos dentro dos
grupos e as estimativas das distâncias entre as marcas (Staub et al., 1996).

Há mapas genéticos desenvolvidos para várias espécies frutíferas, entre
elas: abacaxi (Carlier et al., 2004), cacau (Risterucci et al., 2000), kiwi (Testolin
et al., 2001), maçã (Kenis & Keulemans, 2005), mamão (Ma et al., 2004), pêra
(Oliveira et al., 2004) e uva (Doucleff et al., 2004; Riaz et al., 2004).

Para a cultura do maracujazeiro, já foram desenvolvidos quatro
trabalhos visando à construção de mapas genéticos. O primeiro deles foi
elaborado por Carneiro et al., (2002), utilizando marcadores do tipo RAPD
(Random Amplified Polymorphic DNA). Neste trabalho, foi possível revelar,
claramente, o potencial das técnicas de mapeamento para o melhoramento
da cultura do maracujá-amarelo. Assim, um segundo mapa foi desenvolvido
por Lopes (2003), com base em marcadores AFLP (Amplified Fragment
Length Polymorphism) (Figura 3). No estudo de Lopes (2003), foi identificado
o primeiro loco quantitativo no genoma de Passiflora associado à resposta da
população à infecção por X. axonopodis pv. passiflorae.

O terceiro mapa de ligação foi obtido por Matta (2005) em
complemento ao estudo anterior, porém, adicionando marcadores de
segregação 3:1 e incluindo outras estratégias de análise estatística,
possibilitando, assim, a integração dos mapas dos dois genitores usados no
cruzamento. Um exemplo desse procedimento é ilustrado na Figura 4. De
forma similar, Moraes (2005) utilizou ambos os tipos de marcadores (1:1 e 3:1)
para estabelecer um mapa de referência de AFLP para P. edulis f. flavicarpa.
Esse autor realizou um trabalho inédito e respeitável, pois mapeou vários QTL
associados à produção e à qualidade de frutos de maracujá. Parâmetros
genético-estatísticos foram avaliados na população de mapeamento que

mostra potencial para seleção via seleção recorrente (Moraes et al., 2005).
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Figura 3. Mapa genético do acesso ‘IAPAR-06’ de Passiflora edulis flavicarpa (2n=18)
com marcadores AFLP alocados em nove grupos de ligação.
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Figura 4. Integração dos mapas genéticos dos acessos ‘IAPAR-123’ (Grupo 8) e
‘IAPAR-06’ (Grupo 6) de Passiflora edulis flavicarpa.

Fonte: Matta, 2005.
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A população de mapeamento utilizada nesses quatro trabalhos foi

obtida do cruzamento entre duas plantas pertencentes ao Lote de Introdução e

Seleção de Materiais do Instituto Agronômico do Paraná (IAPAR), Londrina, PR.

O acesso ‘IAPAR-123’ foi usado como genitor feminino e apresenta boas

características agronômicas, além de ser resistente a certos isolados de

Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae. O ‘IAPAR-06’, que é uma introdução

de Marrocos, foi usado como genitor masculino,  mostra-se inferior ao acesso

‘IAPAR-123’ e é tido como suscetível à moléstia.
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No caso do maracujazeiro, a auto-incompatibilidade dificulta a

obtenção de linhas puras e leva a elevada depressão causada pela

endogamia. Sendo assim, os delineamentos genéticos recomendados para a

construção de mapas (populações F2 ou de retrocruzamento, ou NILs e RILs)

não podem ser usados, devendo-se lançar mão de outra estratégia. Uma

alternativa para essa situação, usada em Eucalyptus (Grattapaglia & Sederoff,

1994), é a two-way pseudo-testcross. Nessa estratégia, a fase de ligação não é

conhecida a priori, mas sim inferida a posteriori, pela análise da segregação

das marcas em uma população F1. Feita a genotipagem de várias dezenas de

indivíduos F1 para marcadores que segreguem 1:1, dois conjuntos de marcas

são gerados, sendo um para cada genitor do cruzamento, resultando em dois

mapas de ligação, indivíduos-específicos (Ferreira & Grattapaglia, 1996).

Os marcadores já alocados nos mapas de maracujá-amarelo (RAPD e

AFLP) são do tipo dominante, pois apenas um alelo é detectado no gel

(presença da banda) e todos os demais são tidos como nulos (ausência da

banda). Os polimorfismos, portanto, são decorrentes de duas situações: (1) o

loco é heterozigótico para a marca em um dos pais e nulo no outro,

segregando na proporção 1:1 para a presença e ausência da banda,

respectivamente ou (2) o loco é heterozigótico em ambos os genitores,

segregando 3:1 (presença: ausência da banda). Quando se usam os

polimorfismos com segregação 1:1, dois mapas são gerados, um para cada

genitor.

A análise de ligação realizada por Lopes et al. (2006) abrigou 250

marcadores AFLP do tipo 1:1, sendo que 112 e 138 marcas foram alocadas

em nove grupos de ligação do genitor ‘IAPAR-06’ e ‘IAPAR-123’

respectivamente. Como dito, um QTL responsável pelo controle de 15,8% da

variação fenotípica apresentada pela progênie em resposta à inoculação com

um isolado de X. axonopodis pv. passiflorae foi descrito.

Embora o fato de se gerar mapas individuais (por genitor) não

impossibilite o mapeamento de QTL, o melhor é proceder ao mapeamento

de locos quantitativos com base em um único mapa, usando uma abordagem

biométrica que possa integrar todos os marcadores, inclusive, aqueles
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comuns a ambos os genitores. Na verdade, o mapa é do cruzamento e deve

representar todos os genótipos da população segregante (Maliepaard et al.,

1998). No trabalho realizado por Matta (2005), foram utilizadas 114 (30,9%)

marcas informativas no genitor ‘IAPAR-06’, 139 (37,7%) marcas informativas no

genitor ‘IAPAR-123’ e 116 (31,4%) marcas biparentais que mostraram

segregação 3:1. Todos os grupos de ligação foram integrados, ou seja, os

homólogos de cada genitor formaram um só grupo. Quanto ao mapeamento

de QTL, os resultados obtidos corroboraram os de Lopes (2003),

contribuindo para o entendimento do controle genético da resistência à

bactéria.

GenômicaGenômicaGenômicaGenômicaGenômica
Genômica é o estudo da estrutura, função e evolução de genomas

completos e de seqüências expressas (genes) usando tecnologias de alto

desempenho para análise de ácidos nucléicos tais como seqüenciamento,

mapeamento genético e físico e expressão gênica diferencial (Mir, 2004). Nos

últimos anos, com o avanço das plataformas de seqüenciamento, o

conhecimento dos genomas de diversos organismos tornou-se uma realidade,

gerando imensa quantidade de dados que tem sido utilizada para o

entendimento da organização e do funcionamento dos genomas.

O uso de ferramentas computacionais tornou-se imprescindível para o

avanço dos projetos genoma, criando uma nova área do conhecimento, a

bioinformática. Tal ferramenta é usada para armazenar, disponibilizar e analisar

dados genômicos. A bioinformática também permite a comparação das

seqüências disponíveis nos bancos de dados, dando suporte à genômica

comparativa. Novas seqüências são depositadas a todo o minuto,

literalmente, assim como métodos para a sua análise têm sido propostos,

permitindo a formulação de novas teorias e o avanço do conhecimento sobre

genômica.

Do ponto de vista aplicado, as informações depositadas nos bancos

(databank) permitem especular sobre qual é a porção funcional dos genomas,
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gerar mapas físicos, identificar genes envolvidos na expressão de
características importantes e desenvolver métodos e tecnologias visando a
sua utilização no melhoramento de plantas e animais.

Haverá um momento na história da ciência que várias espécies
cultivadas terão seus genomas, ou parte deles, seqüenciados. Contudo,
atualmente, os projetos de seqüenciamento de genomas completos
restringem-se às espécies-modelo como Arabidopsis thaliana e àquelas de
grande importância econômica, como o arroz. Para outras espécies, entre elas
milho, soja, trigo, alfafa, Populus, há grande volume de informações sobre
seqüenciamento, completo ou parcial, de cromossomos específicos e
grandes bibliotecas de seqüências expressas já estão disponíveis.

A construção de bibliotecas de seqüências expressas (EST), a
clonagem de regiões cromossômicas em BAC, isto é, em cromossomos
artificiais de bactérias e a manutenção de microarranjos de DNA são
tecnologias importantes que têm sido adotadas na genômica vegetal. É de
fundamental importância que as descobertas derivadas dos projetos genoma
sejam integradas aos esforços despendidos para o melhoramento. O
desenvolvimento de marcadores moleculares, por exemplo,  constitui uma das
aplicações da genômica em curtíssimo prazo, contribuindo para a análise da
variação genética entre indivíduos e espécies, para estudos sobre a arquitetura
genética de caracteres complexos e para os trabalhos de genética de
populações e evolução molecular.

Os principais tipos de marcadores moleculares desenvolvidos pelas
estratégias de seqüenciamento são os microssatélites, conhecidos como
Simple Sequence Repeats, e os polimorfismos de um único nucleotídeo ou
SNPs (do inglês, Single Nucleotide Polymorphisms). Tais marcadores são
bastante abundantes em plantas, permitindo a construção de mapas
genéticos de alta precisão; também, se prestam como ferramentas para
mapear e seqüenciar genes, investigar famílias de genes, identificar elementos
transponíveis e rearranjos do genoma.

No caso de Passiflora, trabalhos de seqüenciamento são restritos às
regiões ITS (Internal Trancribed Spacer) dos genes ribossomais e espaçadores
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dos genes plastidiais trnL-trnF e psbA-trnH (Muschner et al., 2003; Lorenz-

Lemke et al., 2005; Pádua et al., 2005) que têm sido usados em estudos de

filogenia molecular. Recentemente, no Departamento de Genética da Esalq/

Usp bibliotecas genômicas enriquecidas com microssatélites foram

construídas e seqüenciadas, constituindo pequeno banco de dados de

P. edulis flavicarpa, P. alata e P. pohlii.

A construção de bibliotecas genômicas enriquecidas envolve a

fragmentação do DNA em pequenos segmentos que são ligados a

adaptadores específicos para promover o aumento do número de seqüências

via PCR. Em seguida, é feita uma hibridização seletiva para as seqüências de

interesse, com o uso de uma sonda 5’ biotinilada que tem afinidade pela

estreptavidina, por sua vez, ligada a contas magnéticas (Kijas et al., 1994).

Assim, o DNA hibridizado com as repetições do microssatélite pode ser

seletivamente removido. Depois da hibridização e muitas etapas de lavagem

para remover o DNA não ligado, o DNA é eluído e amplificado por PCR. Em

seguida, o DNA enriquecido é clonado em um vetor adequado. Dependendo

da eficiência do procedimento, os clones podem ser seqüenciados

diretamente ou sofrer um screening por Southern blot ou por PCR.

Os microssatélites possuem uma série de vantagens em relação a outros

marcadores, pois são codominantes, multialélicos, altamente reprodutíveis, além

de ser derivados da PCR. Contudo, apresentam uma vantagem especial para a

cultura do maracujá, que é prover alelos-ponte para a integração de mapas

genéticos construídos até então, separadamente, para cada genitor do

cruzamento. Além disso, a amplificação de locos de SSR a partir de diferentes

pedigrees deve facilitar a comparação dos dados de QTL já identificados em

maracujá-amarelo (Moraes, 2005; Lopes et al., 2006). Também, a busca de novos

alelos de QTL em populações de maracujá-amarelo ou em espécies afins, deve

contribuir para assistir a introgressão de genes importantes.

Apesar das dificuldades, o desenvolvimento de microssatélites tem-se

tornado cada vez mais acessível, principalmente, devido às novas estratégias

de enriquecimento de bibliotecas genômicas e a tecnologias rápidas de

seqüenciamento automático baseadas em fluorescência (Rafalski et al., 1996).
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Em maracujá-amarelo, foram construídas duas bibliotecas genômicas
enriquecidas com repetições GT e CT gerando 947 seqüências, sendo 501
para o acesso ‘IAPAR 06’ e 446 para o ‘IAPAR 123’ (Oliveira et al., 2005b). Do
total de seqüências, 134 (14,15%) foram consideradas redundantes por
apresentarem similaridade de até 90% no número de bases. Tal redundância
pode ser atribuída à presença de clones duplicados durante as etapas de
enriquecimento, à existência de diferentes alelos, uma vez que os genitores
utilizados na construção da biblioteca são não endogâmicos, e à presença de
locos duplicados no genoma de Passiflora. Seqüências com mais de 90% de
similaridade foram consideradas redundantes, sendo que muitas delas
apresentar variações na composição de nucleotídeos. A redundância das
seqüências diminui a eficiência da biblioteca, exigindo a construção de novas
bibliotecas com número maior de seqüências para, conseqüentemente, prover
um número maior de locos de microssatélites.

Nessa experiência pioneira de desenvolvimento de microssatélites em
maracujá-amarelo, foram encontradas 127 seqüências contendo microssatélites
não redundantes, indicando eficiência de enriquecimento de 13,41%. Para 20
dessas seqüências, não foi possível promover o desenho de primers,
reduzindo esse valor para 11,30%.

De acordo com Weber (1990), os microssatélites podem ser
classificados em: (i) perfeitos, quando a seqüência repetida não é interrompida
por qualquer base atípica, por exemplo, TATATATATATATATA; (ii) imperfeitos,
quando existe entre os motivos um par de bases atípico, tal como em
TATATATAcTATATA e (iii) compostos, quando há duas seqüências repetidas
distintas adjacentes, tal como em TATATATAGTGTGTGTGTGT.

Foram encontrados 66 microssatélites perfeitos, 55 imperfeitos e 6
compostos em P. edulis flavicarpa. Do total de microssatélites, 3,94% foram de
mononucleotídeos, 78,74% de dinucleotídeos, 3,94% de trinucleotídeos,
7,09% de tetranucleotídeos, 2,36% de pentanucleotídeos, 3,15% de
hexanucleotídeos e 0,79% de heptanucleotídeos. Como esperado, a classe de
dinucleotídeos foi a mais freqüente em virtude das sondas utilizadas (CT e GT).
Nessa classe, microssatélites com repetições AC/GT e CA/TG foram mais

freqüentes (52,7%) do que aqueles com repetições AG/CT e GA/TC (25,2%).
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Observou-se que, quanto maior o tamanho do motivo, menor é o

número de repetições. Os hexa, penta e tetranucleotídeos apresentaram, em

média, 3,75 ± 0,95; 5,0 ± 2,0 e 5,88 ± 2,8 repetições respectivamente. Já os

trinucleotídeos apresentaram, em média, 6,4 ± 2,79 repetições. O número

médio de repetições foi de 14,75 ± 8,9, no caso dos dinucleotídeos, média

esta associada a uma elevada variância, já que os valores variaram de 6 a 42.

Já para os mononucleotídeos e microssatélites compostos, as médias foram

de 23,6 ± 7,0 e 24,0 ± 11,3 repetições, com amplitudes elevadas.

Segundo Wang et al. (1994), a freqüência das classes de microssatélites

é bastante variável em plantas. Em revisão feita por Powell et al. (1996), os

autores relataram que as repetições AG são mais abundantes no genoma de

plantas do que as repetições AC, diferentemente do que ocorre no genoma de

mamíferos (Weissenbach et al., 1992). Nossos dados apontam para uma maior

freqüência de repetições GT no genoma de P. edulis flavicarpa, embora seja

recomendável analisar mais seqüências. É possível afirmar que a presença dos

microssatélites em maracujá-amarelo é tão abundante quanto em outras

espécies frutíferas, como mamão (Santos et al., 2003), melão (Ritschel et al.,

2004) e abacate (Ashworth et al., 2004).

Nossos próximos passos visam à caracterização genética dos locos de

microssatélites em um conjunto de acessos de P. edulis flavicarpa, o depósito

das seqüências no banco de dados, e a completa genotipagem da população

segregante ‘IAPAR-06’ x ‘IAPAR-123’ para a construção de mapas de ligação

altamente saturados (Figura 5). Nosso propósito é identificar, com maior

exatidão, regiões genômicas associadas a características agronômicas.

Figura 5. Loco de microssatélite com segregação 1: 1: 1: 1 em população de maracujá-
amarelo derivado do cruzamento ‘IAPAR-06’ x ‘IAPAR-123’.
Fonte: Oliveira et al. (2005b).
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Diversidade genéticaDiversidade genéticaDiversidade genéticaDiversidade genéticaDiversidade genética
A classificação taxonômica das passifloras tem sido objeto de estudo e

controvérsia, porém a descrição clássica das espécies americanas da família
Passifloraceae, elaborada por Ellsworth Killip, em 1938, e divulgada em
Publications of the Field Museum of Natural History, tem sido a principal
referência. A classificação de Killip é um tanto complexa, sendo o gênero
Passiflora dividido em 22 subgêneros e alguns destes em séries e seções.

Outro estudioso importante é John Vanderplank cuja obra Passion
Flowers, em 3ª edição, foi publicada em 2000. A ampla variação na forma das
folhas, frutos e flores, característica marcante das passifloras, é muito bem
ilustrada na obra que discute vários aspectos horticulturais.

Mais recentemente, em 2004, o grupo liderado por John MacDougal
publicou PASSIFLORA Passionflowers of the world, propondo nova estruturação
para o gênero Passiflora baseada em evidências morfológicas e citológicas e
reduzindo-o a apenas quatro subgêneros: Astrophea (DC) Mast., com 57
espécies; Deidamioides (Harms) Killip, com 13 espécies; Decaloba (DC.)
Rchb., com 214 espécies e Passiflora, com 236 espécies, entre as quais estão
várias das passifloras típicas, cultivadas como ornamentais ou para o consumo
da fruta ( Killip, 1938; Vanderplank, 1996; Ulmer & MacDougal, 2004).

Na Tabela 3, ilustra-se a correspondência entre as classificações de Killip

(1938) e de Feuillet e MacDougal (2004).

Tabela 3. Correspondência entre as classificações propostas por Feuillet e MacDougal
(2004) e a de Killip (1938) para o gênero Passiflora.

Feuillet e Mac Killip (1938)
Dougal (2004)

Decaloba Apodogyne, Astephia, Plectostemma (exceto seção
Mayapathanthus),
Chloropathanthus, Murucuja, Pseudomurucuja e Psilanthus

Astrophea Astrophea
Deidamioides Tryphostemmatoides, Deidamioides, Secção Mayapathanthus

(subgênero Plectostemma) e Polyanthea
Passiflora Adenosepala, Tacsoniopsis, Rathea, Tacsonia, Granadillastrum,

Distephana, Calopathanthus, Tacsonioides, Granadilla, Dysosmia,
Dysosmioides
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Melo et al. (2001) realizaram estudos de citogenética que sugerem a

reorganização taxonômica da família. Esses autores, mesmo não tendo como

objetivo principal apresentar uma nova organização sistemática para o

gênero, obtiveram resultados que contribuíram para a elucidação das relações

genéticas entre as espécies de Passiflora. Os resultados de Melo et al. (2001)

apresentam-se bem próximos àqueles que embasam a nova organização

taxonômica proposta por Ulmer & MacDougal (2004). Melo & Guerra (2003)

sugerem que o número e a localização de sítios de rDNA 5S e 45S rDNA são

consistentes com a hipótese de que espécies com x = 6 seriam mais

primitivas, enquanto as espécies com x = 9, x =10 e x = 12 teriam origem

tetraplóide por disploidia (12!10!9) e diminuição de sítios redundantes

como os de rDNA 5S. Igualmente, Cuco et al. (2005) mapearam sítios de rDNA

45S e 5S em P. edulis flavicarpa (E), P. amethystina (A) e P. cincinnata (C) e nos

respectivos híbridos somáticos (E + A) e (E + C). Estabeleceram, também, o

cariótipo standard para o gênero o qual servirá de base aos programas de

melhoramento, mormente, aqueles que usam a hibridação interespecífica

como estratégia de introgressão de genes. A definição do cariótipo de P.

edulis flavicarpa é ainda particularmente importante para a alocação de

grupos de ligação em mapas físicos e, obviamente, para estudos de evolução

cariotípica.

Em complemento a esses estudos, o gênero tem sido contemplado

com trabalhos de filogenia molecular (Muschner et al., 2003; Yockteng &

Nadot, 2004; Pádua, 2004) e de morfometria (Plotze et al., 2005). São

apresentados, aqui, alguns dados de Pádua (2004) resultantes da análise

filogenética baseada na comparação de seqüências dos genes do

cloroplasto, trnT-trnL-trnF em combinação com dados morfométricos de folhas

de Passiflora.

O subgênero mais heterogêneo, isto é, o que abriga maior variabilidade

é Astrophea, com uma distância média de 0,052. Já o grupo de menor

distância é o que compõe o subgênero Deidamioides, com um valor de

0,0036. Na Tabela 4, mostram-se os demais valores, incluindo as distâncias

entre as espécies dentro de subgêneros, apresentadas na diagonal.
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Foi possível verificar, de forma clara, o agrupamento das espécies em
quatro grandes grupos, com altos valores de bootstrap. Num primeiro, foram
agrupadas todas as espécies do subgênero Decaloba, além de P. tulae, do
subgênero Murucuja. A inclusão do subgênero Murucuja dentro do grado
Decaloba coincide com a reorganização proposta por Feuillet e MacDougal
(2004). Algumas características morfológicas são comuns a esses dois
subgêneros, conforme descrito por Killip (1938).

O subgênero Deidamioides caracteriza-se por ser o único do gênero
que apresenta folhas compostas, trifoliadas. A característica que o aproxima
de Decaloba seria o opérculo plissado. No entanto, a distância entre as
espécies P. microstipula e P. deidamioides comparativamente àquela entre as
espécies de Decaloba e a característica foliar que lhe é peculiar (folhas
compostas, trifoliadas) indicam que este pode constituir um subgênero
distinto tal como propõem Feuillet & MacDougal (2004). Em nosso estudo,
fica evidente que as distâncias entre os grupos são bem superiores às
distâncias dentro dos grupos, dando destaque à homogeneidade intragrupo e
a perfeita distinção entre grupos. A distância entre Decaloba e Deidamioides é
praticamente a mesma existente entre Decaloba e Astrophea que,
definitivamente, são subgêneros distintos. Portanto, a disposição de
Deidamioides como um dos quatro subgêneros propostos por Feuillet &

MacDougal recebe suporte do presente trabalho.

Tabela 4. Distância patrística entre os subgêneros de Passiflora estudados por Pádua
(2004)

Táxon Tacsonioides Passiflora Dysosmia Distephana Astrophea Deidamioides Decaloba

Tacsonioides 0,0158
Passiflora 0,0224 0,02725
Dysosmia 0,0180 0,0267 0,01505
Distephana 0,0113 0,0192 0,0165 0,00717
Astrophea 0,0563 0,0641 0,0609 0,0707 0,05200
Deidamioides 0,0508 0,0576 0,0536 0,0456 0,0640 0,00362
Decaloba 0,0889 0,0892 0,0877 0,0803 0,0910 0,0562 0,04326

Outro grande grupo formado foi o que alocou as espécies do

subgênero Passiflora. Além destas, foram incluídas espécies dos subgêneros

Dysosmia (P. foetida e P. palmeri), Distephana (P. speciosa e P. coccinea),
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Granadillatrum (P. manicata), Dysosmioides (P. villosa, P. campanulata e P.

setulosa) e Tacsonioides (P. reflexiflora e P. mendoncaei). Esse agrupamento,

apesar de não acolher qualquer característica morfológica compartilhada por

esses subgêneros, também foi estabelecido nas filogenias anteriormente

publicadas para Passiflora. Agrupando-se ao grado Decaloba, além das

espécies que pertencem a este subgênero, estão as espécies: P. manicata

(Granadillastrum) e P. tulae (Murucuja). Assim como no caso do subgênero

Decaloba, a reunião desses subgêneros em um único está de acordo com a

idéia de Feuillet e MacDougal. Nesse grupo, incluem-se as espécies de

Dysosmia que, em outras filogenias, aparecem alocadas em grupo-irmão do

subgênero Passiflora.

A provável inclusão desses subgêneros junto a Passiflora pode ser

devida ao fato de a divergência de Decaloba ser mais antiga que a divergência

dos demais subgêneros. Por Passiflora e os demais subgêneros serem mais

recentes, não houve tempo hábil e suficiente para sua completa separação. Tal

fato é corroborado, por exemplo, pela dispersão da série Lobatae ao longo de

vários subgrupos de Passiflora.

A proximidade observada entre P. edulis f. flavicarpa (maracujá-amarelo)

e P. edulis (maracujá-roxo) corrobora a hipótese de que a forma amarela deva

ter surgido de forma roxa por mutações (Degener, 1933). A facilidade de

cruzamento entre essas duas formas também fortalece a teoria de origem por

mutação. Todavia, analisando as distâncias patrísticas das várias espécies em

relação à forma amarela de P. edulis, verifica-se que a menor distância está

associada à P. incarnata, o que traz dúvidas quanto à hipótese de origem por

mutação. Esse resultado é um tanto quanto inesperado, uma vez que essas

duas espécies não são simpátricas. Enquanto P. edulis é um táxon nativo das

regiões do Brasil e da Argentina, P. incarnata é restrito aos Estados Unidos

(Martin & Nakasone, 1970). No entanto, a proximidade das duas formas de P.

edulis, detectada tanto por marcadores de cloroplasto (presente trabalho)

quanto por marcadores nucleares (Yockteng & Nadot, 2004), mostra que a

hipótese de origem de P. edulis f. flavicarpa por hibridação (Pope, 1935) é

menos provável.



Métodos biotecnológicos aplicados ao melhoramento genético do maracujá

437

O terceiro grupo, com altos valores de bootstrap (média de 94) é

formado exclusivamente por espécies do subgênero Astrophea. Entretanto, o
grupo não pode ser considerado monofilético, pois a espécie P. alliacea não
se agrupou neste clado. Isto também foi observado na filogenia proposta por
Yockteng & Nadot (2004) que observaram o agrupamento de P. candida
(secção Pseudoastrophea) com espécies de Decaloba. A posição basal de
Decaloba confirma a hipótese de Benson et al. (1975) de que este grupo seria

o ancestral das passifloras.

Ressalte-se que os valores de bootstrap para os nós situados dentro
dos quatro grandes clados são baixos, evidenciando a proximidade genética
existente entre as espécies dentro dos subgêneros, corroborando,
novamente, a redução do número de subgêneros proposta por Feuillet &
MacDougal (2004).

Para a análise morfométrica (Plotze et al., 2005; Figura 6), amostras de
folhas de quatro indivíduos de 10 espécies de Passiflora foram utilizadas
visando englobar a grande variabilidade foliar do gênero. Os caracteres

morfométricos foram capazes de distinguir as 10 espécies, enquanto o
dendrograma (Figura 7) mostra, claramente, a segregação das espécies em
dois grupos, Passiflora e Decaloba que correspondem aos subgêneros
Passiflora e Plectostemma, respectivamente, segundo a classificação de Killip
(1938).

A única exceção foi P. miersii, uma espécie que pertence ao subgênero
Passiflora, mas que foi agrupada juntamente com o grado que contém as

espécies do subgênero Decaloba. Esse agrupamento pode ser explicado por
aspectos morfológicos que aproximam a série Kermesinae (P. miersii) do
subgênero Decaloba, como a presença de opérculo plissado.

P. foetida foi agrupada com as espécies do subgênero Decaloba,
porém esta pertence ao subgênero Dysosmia. Além da filogenia aqui
apresentada, duas outras recentemente publicadas para Passiflora (Muschner
et al., 2003; Yockteng & Nadot, 2004) mostraram que esse subgênero parece

ser filogeneticamente mais relacionado às espécies do subgênero Passiflora
que Decabola. Contudo, a presença de flores pequenas salienta a proximidade
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da Decaloba. Outro fato que revela essa proximidade é o número

cromossômico 2n = 20 ou 18, também característico de P. gracilis, uma

espécie de Decaloba seção Cieca (Bowden, 1945; Soares-Scott, 1998).

A

B C

D E

F G H I
J

Figura 6. Espécies de Passiflora utilizadas no ensaio morfométrico: (a) P. coriacea,
(b) P. foetida, (c) P. miersii, (d) P. organensis, (e) P. pohlii, (f) P. suberosa, (g) P. amethystina,
(h) P. caerulea, (i) P. gibertii e (j) P. maliformis.
Fonte: Modificado de Plotze et al. (2005).

Esses resultados mostram que o subgênero Dysosmia (P. foetida,

P. chlatrata e P. palmeri) parece ser intermediário entre Decaloba e Passiflora,

mesmo apresentando um conjunto de características morfológicas únicas

(Yockteng & Nadot, 2004) e número cromossômico igual a 2n = 20, 18 ou 22

(Melo et al., 2001; Soares-Scott, 1998). Essa posição intermediária é também

suportada pelos resultados de Melo & Guerra (2003) que mostram que

P. foetida (2n = 20) apresenta quatro sítios 5S, enquanto em Passiflora são

detectados apenas 2 desses sítios e em Decaloba 2, 4 ou 6 sítios. Neste

mesmo trabalho, os 6 sítios 45S estão posicionados na região proximal dos

cromossomos de P. foetida. No subgênero Passiflora, os sítios 4 ou 6,

dependendo da espécie, estão situados em regiões subterminais, enquanto

em algumas espécies de Decaloba, esses sítios estão situados na região

proximal dos cromossomos.



Métodos biotecnológicos aplicados ao melhoramento genético do maracujá

439

O segundo grupo foi composto de espécies que pertencem

exclusivamente ao subgênero Passiflora. É interessante notar que as espécies

da série Lobatae (P. amethystina, P. caerulea e P. gibertii) formaram um

agrupamento consistente dentro do grupo Passiflora no qual há grande

variabilidade infra-específica, com ênfase para P. caerulea.

A despeito da variabilidade presente, as espécies formaram grupos

altamente consistentes: as quatro amostras de cada espécie sempre se

agruparam entre si, mostrando a eficácia do método em segregá-las

corretamente (Figura 7).

Figura 7. Agrupamento de 10 espécies de Passiflora segundo a sua morfometria foliar
Fonte: Plotze et al. (2005.

O dendrograma gerado dos dados morfométricos apresenta alta

similaridade com a classificação botânica atualmente aceita para o gênero

Passiflora. Esse aspecto mostra a eficácia do método e revela a presença de

um conceito cladístico e filogenético, uma vez que a forma das folhas é muito

bem descrita pela curva de dimensão fractal multiescala. Como a classificação

botânica mostra-se correlacionada à caracterização das espécies por

dimensão fractal multiescala, podem-se estimar distâncias genéticas entre as

espécies analisadas e conseqüentemente correlacioná-las àquelas obtidas

pelas diferenças encontradas entre as seqüências de DNA cloroplastidial. As

análises mostraram que a correlação entre as topologias do dendrograma e
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das árvores filogenéticas é bastante alta: 0,777 (p-valor = 0,004). Essa

semelhança reflete-se também nas distâncias entre as espécies geradas de

diferentes enfoques. Mesmo esta sendo apenas igual a 0,38, mostra-se

significativa, com um p-valor de 0,018.

A eficiência do método pode ser facilmente verificada pela distinção

entre duas espécies muito aparentadas e com formato de folha similar: P.

amethystina e P. gibertii. A despeito da distinção, a proximidade filogenética

entre elas fica igualmente evidenciada, pois o dendrograma mostra que elas

são mais próximas entre si do que, individualmente, em relação à P. caerulea

que, também, pertence à série Lobatae.

Algumas conclusões acerca do gênero Passiflora são destacadas a seguir:

• Os altos níveis de transferibilidade indicam uma distância genética não

muito grande entre as espécies, mostrando que a diversificação do gênero

ocorreu num passado recente;

• A atual classificação botânica, considerando-se os taxa supra-específicos,

parece não refletir grupos monofiléticos;

• O subgênero Dysosmia abriga um conjunto de espécies com características

únicas dentro do gênero, além de características intermediárias entre os dois

principais subgêneros de Passiflora: Decaloba e Passiflora;

• A proposta de divisão do gênero em apenas quatro subgêneros é

respaldada por observações filogenéticas, com fortes evidências de

Deidamioides ser um desses subgêneros.

O dendrograma gerado da análise morfométrica revelou forte

similaridade com a atual classificação botânica aceita para o gênero,

demonstrando a eficiência do método, além de mostrar o apelo cladístico,

uma vez que a forma das folhas e seu padrão de nervação foram eficazmente

descritos pela curva de dimensão fractal multiescala;

Por refletir o relacionamento filogenético entre as espécies, as

características foliares (formato e padrão de nervação) podem ser usadas em
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estudos que utilizem informações sobre a ancestralidade de espécies, bem

como em sistemática e ecologia.

Finalizando o item, cabe dizer que estudos de variabilidade

populacional ou infra-específica são de extrema valia. Em Passiflora, do ponto

de vista molecular, esse tipo de estudo tem sido realizado utilizando-se RAPD

(Fajardo et al., 1998), padrão de sítios de restrição do cpDNA (Sánchez et al.,

1999), isoenzimas (Segura et al., 2003) e AFLP (Segura et al., 2002).

Marcadores microssatélites foram desenvolvidos por Oliveira et al. (2005) e

Pádua et al. (2005) e tendem contribuir na caracterização da variabilidade

genética disponível no gênero, pois essa classe de marcadores apresenta

características muito favoráveis para estudos de diversidade.

ConclusõesConclusõesConclusõesConclusõesConclusões
São incontestes os ganhos na produção agrícola devido à adoção de

práticas de seleção e hibridação. A intenção dos autores deste texto foi

mostrar um conjunto de dados obtidos mais recentemente com tecnologias

moleculares relacionados à geração (via transgenia e fusão celular) e

exploração da variabilidade genética, mormente, de Passiflora.

A eficiência de um programa de melhoramento de maracujá (amarelo ou

doce) será tanto maior quanto mais adequado for o método escolhido, como

a seleção recorrente, por exemplo, e vai depender da escolha da população-

alvo da seleção. A adoção de técnicas moleculares deverá acelerar o

processo. Nós aqui recomendamos investimentos intelectuais (e financeiros)

em genética aplicada ao melhoramento, em genômica e mapeamento de

genes, pois são estratégias fundamentais no processo de geração de

variedades melhoradas, ‘em tempos modernos’.
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