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Introducio

Os varios acessos de Passiflora nitida Kunth. dispersos pelo Brasil, principalmente no
Bioma Cerrado, possuem caracteristicas fisicas, agrondmicas e¢ moleculares bastante peculiares.
Gonzélez (1996) e Oliveira & Ruggiero (2005) ja haviam relatado que, dentro do género Passiflora,
as espécies apresentam algumas diferencas fisioldgicas, até mesmo entre plantas da mesma espécie,
sendo que essas caracteristicas podem sofrer influéncia das condi¢des climaticas do local de cultivo.

O estudo da variabilidade genética em acessos de Passiflora nitida realizado por Junqueira
et al. (2007) permitiu observar grande base genética na espécie e forte tendéncia de agrupamento
baseada na origem geografica dos acessos. Entretanto, os autores observaram grande
distanciamento genético do acesso P. nitida “Manaus 2”, que apresentou distdncias em relacdo aos
outros acessos de P. nitida variando de 0,351 a 0,416, enquanto os outros acessos de mesma origem
geografica apresentaram distancias de 0,146 a 0,285 em relagdao aos demais. Por outro lado,
considerando-se as distdncias genéticas de P. nitida “Manaus 2” relativas aos “outgroups” P. edulis
e P. alata, estas foram 0,515 e 0,405, respectivamente.

O acesso em questdo foi coletado em Manaus, AM, como P. nitida por apresentar padrao de
folhas e habito de crescimento muito semelhantes a esta espécie. Assim, apesar de,
morfologicamente, ser parecido com os acessos de P. nitida procedentes de Manaus, AM, chama a
atencdo o grande distanciamento genético deste material em relagdo aos demais. Objetivou-se
estudar a origem genética do acesso P. nitida “Manaus 2” utilizando-se marcadores moleculares

RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA).
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Material e Métodos

O trabalho foi realizado no Laboratério de Genética e Biologia Molecular da Embrapa
Cerrados, em Planaltina, DF. Foi analisado o acesso P. nitida “Manaus 27, estudando-se a
similaridade genética apresentada em relagdo a P. nitida “Manaus 17, P. laurifolia, P. alata, P.
coccinea e P. glandulosa (Tabela 1), todos mantidos no banco de germoplasma da Embrapa
Cerrados. As referidas espécies foram escolhidas por possuirem relatos de ocorréncia no estado do

Amazonas.

TABELA 1. Espécies de maracujazeiro analisadas e respectivos acessos (locais de coleta) e cddigos

do Banco de Germoplasma da Embrapa Cerrados.

N° Espécie Acesso UF Codigo

1 Passiflora nitida Kunth. "Manaus 2" AM CPAC MJ-01-16

(Distrito Agropecuario)

2 Passiflora nitida Kunth. "Manaus 1" (Rio Urubu) AM CPAC MJ-01-15
3 Passiflora laurifolia L. “Picos” PI CPAC MJ-03-01
4 Passiflora alata Curtis "Alto Paraiso” GO CPAC MJ-02-13
5 Passiflora coccinea Aubl. "Manaus" AM CPAC MJ-08-03
6  Passiflora glandulosa Cav. "[garapé-Acu" PA CPAC MJ-05-01

Folhas em estagio intermedidrio de maturagdo foram coletadas e o DNA genomico extraido
utilizando-se o método do CTAB, com algumas modificagoes (Faleiro et al., 2003).

Amostras de DNA de cada material genético foram amplificadas para a obtengdo de
marcadores RAPD. As reacdes de amplificagdo foram feitas em um volume total de 13 pL,
contendo Tris-HCI 10 mM (pH 8,3), KCl 50 mM, MgCl, 3 mM, 100 uM de cada um dos
desoxirribonucleotidios (dAATP, dTTP, dGTP e dCTP), 0,4 uM de um primer (Operon Technologies
Inc., Alameda, CA, EUA), uma unidade da enzima Taq polimerase e, aproximadamente, 15 ng de
DNA. Foram utilizados 12 primers decameros: OPD (04 e 07), OPE (18 e 20), OPF (17 e 20), OPG
(05,09, 17) e OPH (04, 12 ¢ 19).

As amplificagdes foram efetuadas em termociclador programado para 40 ciclos, cada um

constituido pela seguinte seqiiéncia: 15 segundos a 94°C, 30 segundos a 35°C e 90 segundos a 72°C.
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Apbs os 40 ciclos, foi feita uma etapa de extensdo final de seis minutos a 72°C e, finalmente, a
temperatura foi reduzida para 4 °C. Ap6s a amplificagdo, foram adicionados, a cada amostra, 3 ul de
uma mistura de azul de bromofenol (0,25%) e glicerol (60%) em agua. Essas amostras foram
aplicadas em gel de agarose (1,2%), corado com brometo de etidio, submerso em tampao TBE
(Tris-Borato 90 mM, EDTA 1 mM). A separacgdo eletroforética foi de, aproximadamente, quatro
horas, a 90 volts. Ao término da corrida, os géis foram fotografados sob luz ultravioleta.

Os marcadores RAPD gerados foram convertidos em uma matriz de dados binarios, a partir
da qual foram estimadas as distancias genéticas entre os diferentes acessos, com base no
complemento do coeficiente de similaridade de Nei & Li (1979), utilizando-se o Programa Genes
(Cruz, 1997). A matriz de distancias genéticas foi utilizada para realizar analises de agrupamento
por meio de dendrograma, utilizando-se o0 método do UPGMA (Unweighted pair-group arithmetic

average) como critério de agrupamento, com auxilio do Programa Statistica (Statsoft, 1999).

Resultados e Discussao

Os 12 primers decameros geraram um total de 191 marcadores RAPD, perfazendo a média
de 15,92 marcadores por primer. Houve grande numero de bandas polimérficas (98,95%), o que ja
era esperado, devido a grande diversidade do género Passiflora.

Analisando-se cada acesso em relacdo a P. nitida “Manaus 2”, observa-se uma maior
freqliéncia de bandas monomorficas em relacdo ao acesso P. nitida “Manaus 17 (68,54%),
conforme exposto na Tabela 2. Esse resultado confirma a proximidade genética, embora ndo muito
expressiva, entre os dois materiais, fato este que, aliado as similaridades morfolédgicas, justifica o

material em questdo ter sido coletado como P. nitida.

TABELA 2. Frequéncia de bandas monomorficas e polimorficas de 5 espécies de Passiflora em
relacdo a P. nitida “Manaus 2”.

N°de bandas N° de bandas % de bandas

Especie polimorficas monomorficas monomorficas
P. nitida “Manaus 1” 28 61 68,54%
P. laurifolia 38 72 65,46%
P. alata 35 65 65,00%
P. coccinea 52 43 45,26%

P. glandulosa 34 40 54,05%




k
SIMPASIO I I SIMPOSIO Internacional
o Savanas Tropicais
Cerrado
Desafios e estratégias para o equilibrio entre sociedade, \
agronegdcio e recursos naturais &,
12 a 17 de outubro de 2008 f

ParlaMundi, Brasilia, DF

Considerando-se a analise de agrupamento realizada com base nas distancias genéticas,
pode-se subdividir os 6 acessos em, pelo menos, 2 grupos de similaridade genética a uma distancia
genética relativa de 0,6 (Figura 1). No primeiro grupo, encontram-se P. nitida “Manaus 17, P. nitida

“Manaus 27, P. laurifolia e P. alata. As espécies P. coccinea ¢ P. glandulosa formaram o outro

grupo.
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FIGURA 1. Andlise de agrupamento de 6 acessos de maracujazeiro com base na matriz de
distancias genéticas calculadas utilizando-se 191 marcadores RAPD. O método do
UPGMA foi utilizado como critério de agrupamento.

Considerando apenas as distancias genéticas em relagdo a P. nitida “Manaus 2”, 0s menores
valores foram observados com P. nitida “Manaus 17 (0,472), P. alata (0,514) e P. laurifolia
(0,549). Tendo em vista toda a base genética ja estudada do género Passiflora, os valores em
relacdo a P. nitida “Manaus 1” encontram-se muito altos para acessos de mesma espécie. Assim, no
presente estudo, apesar do menor valor de distancia genética encontrado ser entre P. nitida “Manaus
2” e P. nitida “Manaus 17, a classificacdo taxondmica inicial deste primeiro acesso como
pertencente a espécie Passiflora nitida Kunth. pode ndo estar correta.

Entretanto, alguns autores tém encontrado distancias genéticas intra-especificas semelhantes
aquela observada entre P. nitida “Manaus 17 e P. nitida “Manaus 2”, especialmente quando se

comparam acessos comerciais e silvestres. Faleiro et al. (2005), estudando acessos comerciais € um
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acesso nativo de P. edulis f. flavicarpa, também verificaram altas distancias genéticas entre o
acesso nativo e os comerciais “Gigante Amarelo” e “EC-3-0”, com valores de 0,473 e 0,474,
respectivamente. Nesse aspecto, P. nitida “Manaus 2” poderia constituir um acesso de P. nitida
mais distante geneticamente.

Por outro lado, no trabalho de Junqueira et al. (2007), desconsiderando-se o acesso P. nitida
“Manaus 2”7, a distdncia genética maxima observada nos acessos de P. nitida foi de 0,313,
encontrada entre os acessos P. nitida “Itiquira 1” e P. nitida “Natividade” (Comunidade do Brejdo).

Um fato que também deve ser considerado ¢ a possibilidade de P. nitida “Manaus 2” ser
produto de hibridagdo interespecifica envolvendo P. nitida “Manaus 1” e outra espécie de mesma
ocorréncia geografica. Nesta hipdtese e considerando as espécies estudadas no presente trabalho,
haveria chance do outro genitor ser P. alata ou P. laurifolia, levando-se em consideragdo as
distancias genéticas e o agrupamento no dendrograma. Entretanto, estas sdo apenas suposicdes,
tendo em vista que, para a confirmagdo da fecundacdo cruzada, seria imprescindivel conhecer cada
provavel individuo progenitor. Deve-se considerar também que, por indisponibilidade de material
no Banco de Germoplasma da Embrapa Cerrados, alguns acessos utilizados na presente pesquisa
ndo sdo procedentes do estado do Amazonas e, segundo os dados de Jnqueira et al. (2007), ha
grande variabilidade intra-especifica entre acessos de diferentes regides geograficas. Assim,
supondo ser P. nitida “Manaus 2” um hibrido natural, estudos mais apurados devem ser realizados.

Rejeitando-se as hipdteses anteriores, P. nitida “Manaus 2 pode constituir-se em uma nova

espécie. Para tanto, estudos mais aprofundados de taxonomia devem ser conduzidos.

Conclusoes

O acesso Passiflora nitida “Manaus 2” apresenta maior similaridade genética com as
espécies Passiflora nitida “Manaus 17, P. laurifolia e P. alata. Entretanto, em virtude dos elevados
valores de distancia genética e considerando-se a base genética ja estudada do género, P. nitida
“Manaus 2” pode tratar-se de um acesso resultante de hibridacao interespecifica natural ou pode ser
uma nova espécie. No entanto, ndo deve ser descartada a possibilidade desse material constituir um

acesso de P. nitida, considerando a existéncia de grande variabilidade genética intra-especifica.
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