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RESUMO

O maracuja da Caatinga (Passiflora cincinnata Mast.) € uma frutifera nativa do
semiarido do nordeste brasileiro que se destaca por possuir mecanismos de
tolerancia ao déficit hidrico e bom desenvolvimento a condicbes adversas. O
presente trabalho objetivou caracterizar, por meio de marcadores citogenéticos
e moleculares do tipo ISSR, a diversidade genética entre acessos de maracuja
da Caatinga pertencentes ao Banco Ativo de Germoplasma da Embrapa
Semiarido. Foram avaliados 53 acessos com 10 primers para marcadores ISSR
obtendo-se um total de 301 bandas polimorficas, representando uma média de
30,1 bandas por acesso, com polimorfismo médio de 84,31%. Os valores da
dissimilaridade genética foram obtidos através do indice de Jaccard, com
variacdo entre 0,30 e 0,771. A menor distancia genética (0,30) foi observada
entre 0s acessos A34 e A35, enquanto a maior distancia genética (0,771) foi
entre os acessos Al e A35. Através da analise de agrupamento pelo método
de UPGMA (Unweighted Pair Group Method Arithmect Mean) foi observado a
formacg&o de nove grupos. As analises citogenéticas foram realizadas em cinco
acessos de P. cinccinata, sendo observado 2n=18 cromossomos para todos os
acessos. A coloragdo com os fluorocromos CMA/DAPI permitiu identificar
quatro blocos com regides heterocroméaticas CMA™. A coloracdo CMA/DAPI foi
eficiente, revelando regifes de heterocromatina, com a presenca das bandas
CMA+ e com variagdes estruturais entre os cromossomos dos presentes
acessos. Os marcadores moleculares ISSR foram eficientes mostrando
variabilidade genética entre os acessos avaliados e o0s citogenéticos revelaram
diferencas estruturais entre os acessos com heteromorfismo.

Palavras-chave: Cromossomo. Maracuja da Caatinga. Variabilidade genética.



ABSTRACT

The Caatinga passion fruit (Passiflora cincinnata Mast.) is a semi-arid fruit from
northeastern Brazil and qualified for fruit production and for breeding plants with
tolerance to water deficit and good development under adverse conditions. The
present study aims to characterize, through cytogenetic and molecular markers
of the ISSR type, a genetic diversity among passion fruit accessions from the
Caatinga belonging to the Active Germplasm Bank of Embrapa Semiarido. 53
accessions were evaluated with 10 primers for ISSR markers, resulting in a total
of 301 polymorphic bands, representing an average of 30,1 bands per access,
with an average polymorphism of 84.31%. The values of genetic dissimilarity
were displayed using the Jaccard index, with a variation between 0.30 and
0.771. The smallest genetic distance (0.30) was observed between accessions
A34 and A35, while the greatest genetic distance (0.771) was between
accessions Al and A35. Through the cluster analysis by the UPGMA method
(Arithmect Average of the Unweighted Pair Group Method), the formation of
nine groups was observed. The cytogenetic analyzes were performed in five
accessions of P. cinccinata and 2n = 18 chromosomes were observed for all
accessions. Staining with CMA/DAPI fluorochromes allowed the identification of
four blocks with heterochromatic CMA" regions. The CMA/DAPI staining was
efficient, revealing heterochromatin regions, with the presence of the CMA"
bands and with structural variability among the chromosomes of the P.
cincinnata accessions. The molecular markers ISSR were efficient, showing
genetic variability between the evaluated accessions and the cytogenetics
revealed structural diferences between the accessions with heteromorphism.

Keywords: Chromosome. Passion fruit from Caatinga. Genetic variability.
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1. INTRODUCAO

O maracuja da Caatinga (Passiflora cincinnata Mast.) é uma frutifera
nativa do nordeste brasileiro que se destaca por possuir mecanismos de
tolerancia ao déficit hidrico e bom desenvolvimento em condi¢cdes adversas.
Dentre as espécies nativas de Passiflora no Brasil, a que apresenta maior
potencial de mercado € P. cincinnata por possuir frutos com sabor
caracteristico e diferenciado em relacdo ao maracuja azedo, vantagens no
cultivo pela sua natureza duradoura e tolerancia a seca, expressiva
variabilidade de caracteres de interesse agrondmico (ARAUJO et al. 2007),
resisténcia a doencas ou a pragas, longevidade e amplo periodo de
florescimento, além de componentes quimicos de interesse para industria
farmacéutica (MELETTI et al. 2005; JUNQUEIRA et al. 2005).

A variabilidade intraespecifica encontrada entre os acessos de P.
cincinnata coletados em diferentes estados do Nordeste serviu de base para
formacdo de um Banco Ativo de Germoplasma de Maracujd na Embrapa
Semiarido, Petrolina-PE, sendo composto por 55 acessos dessa espécie
(Araujo et al., 2012). Sendo inseridos mais 4 acessos das espécies P. laurifolia
P. edulis, P. quadrangularis e P. alata. Os BAG’s s&o de total importancia para
os programas de melhoramento, com a funcdo de armazenar e conservar 0s
materiais, permitindo a realizacdo de estudos de diversidade e caracterizacao
de individuos, com a selecdo dos mais promissores (uniformes) para serem
utilizados em possiveis pesquisas no ambito do melhoramento genético.
Inimeros estudos de diversidade tém sido desenvolvidos objetivando uma
melhor selecdo dos materiais para obtencdo de geracfes mais tolerantes a

condi¢cbes adversas e com maior rentabilidade para agricultura.

Dentro do pré-melhoramento e melhoramento genético, estudos voltados
para o uso da genética molecular e citogenética vém sendo realizados com a
utiizacdo de algumas técnicas, contribuindo assim para uma selecdo
minuciosa dos melhores genétipos a serem utilizados em estudos genéticos. O
emprego de marcadores moleculares permite estimar a diversidade genética a

nivel molecular entre 0os acessos de uma mesma espécie. Como umas das
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técnicas moleculares, os marcadores ISSR (Inter Simple Sequence Repeats),
tém sido empregados com bastante sucesso, revelando polimorfismo molecular
em inGmeras espécies vegetais (ALMEIDA JUNIOR et al., 2008). O ISSR é
usado em estudos de variabilidade e diversidade genética por ndo precisar de
informacbes prévias da sequéncia de DNA, sendo que esta técnica pode
revelar um alto grau polimorfico, alta reprodutibilidade e com custos baixos
(BRAGA, 2013). Um marcador molecular é definido como qualquer fenotipo
molecular oriundo de um gene expresso ou de um segmento especifico de
DNA (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998).

A citogenética, por sua vez, pode ser utilizada para caracterizar acessos
ou individuos de uma espécie mediante o estudo da variacdo numérica e
estrutural dos cromossomos. Nesse caso, uma das técnicas mais utilizadas é o
bandeamento cromossdémico, que possibilita a visualizacdo de blocos de
coloracao diferenciada (bandas) utilizando fluorocromos base-especificos como
a cromomicina A (CMA) e o 4',6'-diamino-2-fenil-indol (DAPI) (BRASILEIRO-
VIDAL ; GUERRA, 2002).

O presente trabalho objetivou caracterizar, por meio de marcadores
citogenéticos e moleculares do tipo ISSR, a diversidade genética entre acessos
de maracujd da Caatinga (P. cincinnata) pertencente ao Banco Ativo de

Germoplasma da Embrapa Semiérido.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1. Passiflora cincinnata — origem, aspectos morfolégicos e conservacéao
em Banco Ativo de Germoplasma.

O termo Maracuja é uma denominacdo indigena de origem tupi que
significa alimento em forma de cuia. Sendo um fruto silvestre muito apreciado
pelos nativos que o0s primeiros descobridores conheceram nas Américas
(MELETTI, 1995; MELETTI, 2000). O Brasil € um pais rico em espécies da
familia Passifloraceae, no qual possui centenas de espécies nativas brasileiras,
muitas apresentando frutos de excelente sabor para consumo “in natura”,
sucos, sorvetes e geleias; outras com caracteristicas ornamentais, trepadeiras
vigorosas com gavinhas de fixacdo; e outras apresentando potencial
farmacoldgico (OLIVEIRA et al. 1988; CUNHA et al.,, 2004; FEITOZA et al.,
2006).

Dentre as varias espécies de Passifloracaea, destaca-se P. cincinnata,
com ocorréncia frequente e espontanea na regido semiarida do Nordeste
brasileiro, onde sua exploracdo ocorre basicamente de forma extrativista
(ARAUJO, 2002). Por apresentar uma composicdo nutricional rica em potassio,
ferro, fésforo e vitaminas A e C, os frutos sdo usados no preparo de suco, licor,
picolé, sorvete, mousse e geleia. As atividades de producdo de doces e geleias
ocorrem principalmente nas industrias de beneficiamento instaladas nos
municipios de Curacé, Uaua e Canudos, no estado da Bahia (ARAUJO et al.,
2006), com os frutos de P. cincinnata, sendo os mesmos comercializados

também nas feiras das cidades do interior.

O maracujazeiro € uma alégama obrigatéria com mecanismos de
autoincompatibilidade que induzem a alogamia (MAY ; SPEARS 1988), sendo
assim uma planta de fecundacao cruzada (VASCONCELLOS et al., 2001). A
polinizacdo € realizada principalmente por insetos, tendo como principal
polinizador a mamangava (AKAMINE ; GIROLAMI, 1959).
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P. cincinnata é uma espécie trepadeira alta subarbustiva, medindo de 2
a 12 m de comprimento, com caule cilindrico estriado. Os ramos séo cilindricos
ou subangulados com gavinhas espiraladas estriadas, com estipulas filiformes
persistentes. As folhas séo simples, 3-5 palmipartidas verdes escuras e palidas
nas faces adaxial e abaxial, respectivamente. Os frutos possuem casca
esverdeada e polpa esbranquicada, tendo uma flor atrativa (exuberante) a
polinizadores, propiciando a sua reproducdo. P. cincinnata possui flores
axilares de 7-12 cm de diametro, com o inicio da abertura floral a partir das 5

horas da manh&, mantendo-se abertas até o final da tarde (ARAUJO, 2007).

Por outro lado, considerando a ampla distribuicdo geogréfica de P.
cincinnata, percebeu-se a necessidade de reunir varios exemplares da espécie
em um unico Banco Ativo de Germoplasma (BAG de Maracuja), visando sua
conservacao, caracterizacdo e uso (ARAUJO, 2007; ARAUJO et al., 2008). Os
acessos do BAG de Maracuja foram coletados em diferentes estados do
Nordeste, em decorréncia da variabilidade intraespecifica encontrada nos
mesmos, totalizando 55 acessos de P. cincinnata. Além dos acessos de P.
cincinnata, sdo mantidos outros acessos de quatro espécies do género
Passiflora: P. alata Curtis, P. edulis, P. laurifolia L. e P. quadrangularis L.
(ARAUJO et al., 2012). Flores dessas espécies podem ser observadas na

Figura 1.

Figura 1. Flores das espécies de Passiflora L. presentes no Banco Ativo de Germoplasma de
Maracujd da Embrapa Semiarido. (A) P. cincinnata, (B) P. laurifolia, (C) P. edulis, (D) P.
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quadrangularis, e (E) P. alata. Foto: Wesley Bezerra, Gerson L. Lopes, Abotanical,

Tropicalflowers.

O BAG tem como objetivo a conservacdo de materiais vegetais para
possiveis estudos voltados para o melhoramento genético, como por exemplo,
os estudos de diversidade (ARAUJO et al., 2011), uma vez que a diversidade
genética das espécies nativas dessa regido encontram-se ameacgadas por
conta de agcdes como o desmatamento, a implantagéo de projetos de irrigacéo,
dentre outras (QUEIROZ et al., 1993; ARAUJO et al., 2008). Vale ressaltar que
0os bancos de conservacdo de germoplasma funcionam principalmente por
meio de colecdo de plantas no campo (conservacdo ex situ), sob o
armazenamento de sementes em camaras frias (FERREIRA, 2005), além de
conservagao in vitro (VIEIRA ; CARNEIRO, 2004).

A manutencdo e caracterizacdo dos acessos do BAG de Maracuja séao
de fundamental importancia para conservacao desses acessos, pois além de
apresentarem tolerancia aos baixos indices pluviométricos da regido semiarido,
possuem caracteristicas de resisténcia ao ataque de patégenos presentes no
solo, como por exemplo, a fusariose (ARAUJO et al., 2012). Castro et al (2012),
relataram a grande importancia de estudos de caracterizacdo de germoplasma
de maracujazeiros silvestres, como morfologica, citolégica e molecular,
objetivando obter informacdes para aumento da produtividade e qualidade dos
frutos. Essas caracteristicas podem ser utilizadas em estudos de
melhoramento genético para possiveis cruzamentos com espécies de
maracujazeiros suscetiveis a fatores bidticos e abidticos como, por exemplo, o
maracuja amarelo P. edulis (FALEIRO et al.,, 2005, FALEIRO et al., 2006,
FALEIRO et al., 2011a; 2011b).

2.2. Caracterizacao molecular

A caracterizagdo molecular utilizando dados de DNA vem se tornando
uma ferramenta cada vez mais (til na caracterizagdo entre 0s acessos de
BAGs e na estimativa do grau de polimorfismo existente. A utilizacdo de
marcadores moleculares mostra-se como um método seguro, pois nao sofre

influéncia do ambiente e permite descrever com maior eficiéncia as diferencas
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entre 0os acessos, além de poder ser analisado juntamente com técnicas

citologicas, bioquimicas e morfologicas (WEISING et al., 2005).

Existem inimeros marcadores moleculares que podem ser classificados
como codominantes, como 0os SSR (Simple Sequence Repeat; Repeticdo de
Sequéncia Simples), RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism;
Polimorfismo no Comprimento do fragmento de Restricdo), e dominantes, como
os AFLP (Amplified Fragment Lenght Polymorphic DNA; Polimorfismo de
Comprimentos de Fragmentos Amplificados), RAPD (Random Amplified
Fragment Lenght Polymorphic DNA; DNA Polimoérfico Amplificado ao Acaso) e
ISSR (Inter Simple Sequence Repeat; Sequéncias Simples Repetitivas
Internas) (REDDY et al., 2002; GANGA et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2008)

O marcador ISSR € uma técnica baseada em PCR (Polymerase Chain
Reaction; Reacdo em Cadeia da Polimerase), com o0 uso de primers de
sequéncia simples repetitivas onde busca-se amplificar regides entre
sequéncias alvo. Essa técnica pode ser utilizada em inUmeros organismos,
mesmo para aqueles em que ndo se dispbem de informacdes genéticas
anteriores (ARCADE et al., 2000). Sendo assim os marcadores dominantes do
tipo ISSR séo eficientes quando usados em estudos de diversidade genética,
revelando alto grau de polimorfismo (maracuja, mandioca, mangueira), com a

diferenciacéo entre individuos homozigotos.

No género Passiflora observa-se uma consideravel variabilidade
fenotipica, o que vem sendo comprovado também geneticamente com estudos
utilizando marcadores moleculares ISSR (Sequéncias Simples Repetitivas
Internas). Santos et al. (2011), por exemplo, verificaram existir alto percentual
de bandas polimorficas (98%) entre acessos de P. edulis e P. alata,
enfatizando a grande utilidade dos ISSR para estudos de diversidade genética.
Nesse caso, foi possivel estimar a diversidade genética mediante o emprego
principalmente de métodos de andlise fenética, com analise do grau de

similaridade entre os caracteres (SOUZA et al., 2008).

Os marcadores do tipo ISSR revelaram-se eficientes em inUmeros
estudos de andlise da diversidade genética em espécies frutiferas, como por

exemplo, a mangueira (ROCHA et al., 2012) e o0 umbu-cajazeira (SANTANA et
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al., 2011). Em maracujazeiro, esses marcadores apresentam-se como um dos
mais eficientes na deteccédo do polimorfismo molecular tanto em germoplasma
melhorado como n&o melhorado (COSTA et al. 2012). Santos et al., (2011)
estimaram a variabilidade genética de maracuja-doce e azedo, usando
marcador ISSR, identificando um alto grau de polimorfismo entre os acessos e
uma ampla diversidade genética, constatando a eficiéncia do marcador
utilizado.

2.3. Caracterizacdo citogenética

Os estudos citogenéticos permitem a caracterizacdo de genotipos pela
identificacdo do numero e tamanho dos cromossomos, presenca de constricao
secundaria e satélites, e também por suas propriedades de coloracdo. A unido
dessas informacdes possibilita a comparacdo de espécies diferentes ou
permite avaliar a variacdo entre individuos de uma mesma espécie (SOARES-
SCOTT, 1998; MELO; 2002; SOARES-SCOTT et al.,, 2005). No género
Passiflora, alguns estudos cromossdmicos tem possibilitado uma
caracterizacdo mais eficiente dos individuos dentro e entre varios grupos
taxondémicos (MELO et al., 2001; CUCCO et al., 2005).

Considerando a variabilidade genética potencial inter e intraespecifica
em Passiflora, a andlise citogenética pode possibilitar a selecao de individuos
com gendtipos promissores ao cruzamento interespecifico (OHRI, 1998). Por
exemplo, foi relatado por Melo e Guerra (2003) que P. cincinnata apresentava
namero cromossdmico 2n=18 e dois pares de sitios de DNAr, com muitas
semelhancas cariomorfolégicas com P. edulis, tornando P. cincinnata uma
importante opcdo como fonte de transferéncia de genes nos programas de
melhoramento genético (MELETTI et al.,, 2005; CERQUEIRA-SLIVA et al.
2012).

Através da técnica de bandeamento com fluorocromos é possivel
visualizar os blocos com coloragao diferenciada. O emprego de fluorocromos
permite realizar uma andlise citogenética mais detalhada dos cariétipos, por
meio da coloragao com a utilizagdo dos fluorocromos DAPI (4’, 6’ — diamidino —

2 — fenilindol, e CMA (cromocinina A3). Nessa analise o CMA realca regides
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heterocromaticas ricas em bases GC e o DAPI identifica regibes
heterocrométicas ricas em AT (GUERRA, 2000; SOUZA, 2002). Melo et al.
(2001) relataram, por meio da andlise convencional e bandeamento com
fluorocromos em 31 espécies de Passiflora, uma grande diferenciagdo no
namero cromossémico, considerando trés numeros basicos para o género: x =
6, Xx =9 e x = 12, sendo aneuploidia e poliploidia mencionados como principais
mecanismos evolutivos. A poliploidia refere-se a todas as variagbes naturais ou
induzidas ao numero de cromossomos, ocorrendo no numero do genoma. Ja a
aneuploidia sdo variacbes no numero de cromossomos individuais. Nesse
caso, a espécie P. cincinnata apresentou 2n=18 e dois pares de sitios de DNAr
45S (MELO, 2002; GUERRA, 2003). A utilizacao das técnicas citogenéticas
(fluorocromos) permitem uma analise mais minuciosa, a nivel cromossémico,
identificando diferencas cromossémicas no himero de cromossomos dentre e
entre as espécies, como também no numero de bandas (blocos) e a presenca

de heteromorfismo, observando diferencas estruturais entre 0s mesmos.

2.4. Producdo e importancia do Maracuja

A producdo mundial de maracuja é de aproximadamente 640.000
toneladas, das quais 70% sao produzidas no Brasil, sendo nosso pais
considerado o maior produtor do mundo (FALEIRO; JUNQUEIRA, 2016).
Internamente, a regido Nordeste € responsavel por mais de 50% da producéao
do pais (Anuario da Agricultura Brasileira, 2018). Dos plantios comerciais no
Brasil, cerca de 95% sao de éareas ocupadas pelo maracujd amarelo ou
maracuja azedo (P. edulis Sims), seguido do maracujazeiro doce (P. alata
Curtis).

A producdo do maracuja amarelo se destaca devido a qualidade de seus
frutos, vigor, rendimento do suco e produtividade (MELETTI, 1998). Apesar
dessa produtividade, ha demanda por novos materiais que apresentem maior

tolerancia a estresses bhidticos e abidticos, bem como com sabores diferentes.
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Producéo brasileira de maracuja por regido
fisiografica em 2018

Nordeste
62,3%

Norte
6,4%

Centro-Oeste

2,7%

Sul
12,5%

Sudeste
16,1%

Fonte: IBGE - Produgéo Agricola Municipal, 2018. Consultado em 30/09/2019.

Figura 2. Producéo Brasileira de maracuja por regiao fisiografica em 2018. Fonte: IBGE, 2018.

Nesse caso, maracuja da Caatinga tem sido uma das espécies de
Passiflora que apresenta maior potencial para cultivo. Os frutos dessa espécie
sdo usados principalmente no preparo de suco, licor, picolé, sorvete, mousse e
geleia. Vale salientar que o Brasil € um pais rico em espécies da familia
Passifloraceae, tendo sido descritas centenas de espécies nativas brasileiras,
muitas apresentando frutos de excelente sabor para consumo “in natura”,
sucos, sorvetes e geleias; outras com caracteristicas ornamentais, trepadeiras
vigorosas com gavinhas de fixacdo; e outras apresentando potencial como
plantas ornamentais (OLIVEIRA et al., 1988).

De maneira geral, os frutos do maracuja sdo ricos em sais minerais e
vitaminas, sobretudo a A, C e vitaminas do complexo B, apresentando também
propriedades farmacolégicas e de valor ornamental (FERREIRA; OLIVEIRA,
1991; LORENZI; MATOS, 2002). Sendo utilizados nas industrias alimenticias,

farmacéuticas e ornamentais.

2.5. A importancia dos recursos genéticos vegetais

O Brasil possui uma grande biodiversidade natural, ou seja, inUmeras

espécies vegetais e animais, que enriqguecem a flora e fauna brasileira. Essa
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riqueza natural permite o desenvolvimento de varias linhas de pesquisa
visando encontrar espécies que possuam resisténcia a doencgas e a condi¢ées
adversas (fatores bidticos e abidticos), que promovam a movimentacao
econbmica. Dentre as varias espécies que compdem a vasta biodiversidade
brasileira temos a familia Passifloraceae, com registros de muitas espécies
nativas. Indmeros estudos (descricbes) botanicos foram conduzidos,
classificando o género Passiflora com aproximadamente 530 espécies, no qual
150 sé&o originarias no Brasil (MEDINA et al., 1980).

Dentre as espécies do género Passiflora, P. cincinnata possui inimeras
caracteristicas relevantes para o desenvolvimento socioecondmico brasileiro,
com destaque para as propriedades medicinais (fitoterapicos), resisténcia a
microrganismos patogénicos do solo, e producao de frutos, o que beneficia a
salude e economia nacional. As plantas dessa espécie sdo vigorosas,
apresentando algumas caracteristicas de resisténcia a estresses bibticos e
abioticos (COELHO, 2009; FREITAS et al., 2011). Nas cidades interioranas do
Nordeste brasileiro, o fruto é mais visado, surgindo como uma opgao rentavel
para 0s pequenos agricultores, ja que possui melhor adaptacdo as condicfes
da regido por ser uma espécie nativa (OLIVEIRA JUNIOR et al., 2010).

A Embrapa vem desenvolvendo pesquisas para encontrar plantas com
genotipos mais adaptados para uma selecdo cada vez mais minuciosa de
genes que promovam melhor adaptagdo as condi¢bes do semiarido, buscando
organizar sua conservacao, caracterizacdo e uso através dos bancos ativos de
germoplasma. Os estudos de diversidade sdo de grande importancia para os
Bancos Ativos de Germoplasma, pois através dos mesmos é realizada a
caracterizacdo dos materiais com as seguintes sele¢des dos gendtipos mais
promissores para serem utilizados em futuras pesquisas dentro do

melhoramento genético.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral:

Investigar a diversidade genética em acessos de maracuja nativo
(Passiflora cincinnata Mast.), presentes no BAG da Embrapa Semiérido,
visando contribuir com acdes voltadas ao seu uso em programas de

melhoramento.

3.2. Objetivos Especificos:

Avaliar a diversidade genética de acessos de P. cincinnata por meio de
marcadores moleculares ISSR;

Realizar a caracterizagcdo cromossdmica através da coloracédo por meio
de fluorocromos CMA/DAPI.
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4. MATERIAL E METODOS

Caracterizacao molecular

Material Vegetal

O material vegetal utilizado no presente trabalho 53 acessos de P.
cincinnata (Tabela 1) foi proveniente do Banco Ativo de Germoplasma — BAG

de Maracuja, localizado na Embrapa Semiarido, Petrolina-PE.

Foram utilizados marcadores moleculares ISSR para estimar a
variabilidade genética entre os acessos de P. cincinnata presentes no BAG de
maracujazeiro da Embrapa Semiarido. Foram coletadas folhas jovens pela
manh& de cada acesso, sendo acondicionadas e identificadas em sacos
plasticos, levadas ao laboratério de Biotecnologia Vegetal, e armazenadas em
freezer - 80° C até o uso para extracao de DNA.

Tabela 1 — Identificacdo e nome de 53 acessos de Passiflora para avaliacdo da diversidade
genética utilizando marcadores ISSR.

Acesso Acessos
1 Tremedal
2 Tremedal
3 Condeuba
4 Condeuba
5 Jaguarari
6 Guareju
7 Jaguarari
8 Juazeiro
9 Juazeiro
10 Juazeiro
11 Juazeiro
12 Juazeiro
13 Juazeiro
14 Jaguarari
15 Jaguarari
16 Petrolina
17 Lagoa Grande
18 Santa Cruz
19 Quricuri
20 Quricuri
21 Exu
24 Crato
25 Crato
26 Campo Sales
28 Potengi
29 Assaré
30 Bodoco
31 Curaca
32 Petrolina

33 Uaua
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34 Uaua

35 Petrolina

36 S.J. do Belmonte
37 Juru

38 Juru

39 Exu

40 Matureia

42 Boa vista

44 Afranio

46 Paulistana

48 Patos

49 Jaicos

50 Picos

51 Santo Anténio
52 Francisco Santos
53 Monsenhor Hipdlito
54 Uaua

55 Ouricuri

64 Afranio

65 Lagoa Grande
68 Paulistana

69 Francisco Santos
73 Bodoco

Extracdo de DNA

A extracao de DNA foi realizada segundo o protocolo descrito por Doyle;
Doyle (1990) a partir de tecidos de folhas jovens armazenadas a -80 °C. A lise
celular dos tecidos (0,359) foi realizada em um disrruptor de células da marca
Loccus, utilizando microtubos de 2 ml contendo 7 esferas de aco de 3mm de
diametro e 700 pl do tampao de extragcdo CTAB 2% e B-Mercaptoetanol. Apés
a maceracao, as amostras foram levadas ao banho maria a 65 °C durante 50
minutos com inversdes realizadas a cada 10 minutos. Em seguida, as amostras
foram retiradas, resfriando por aproximadamente 5 minutos, sendo adicionados
700 pl de clorofémio-alcool isoamilico na proporcdo 24:1, com agitacdo para
mistura das solucdes, seguida de uma centrifugacdo a 12.000 rpm por 10
minutos. Em capela de exaustdo foram retirados 470 pl do sobrenadante,
transferindo para microtubos de 1,5 ml, sendo adicionados 320 pl de élcool
isopropilico gelado, e misturando-se para formacdo do precipitado gelatinoso.
Apoés transferéncia foram colocadas no gelo por 20 minutos, sendo, em
seguida, realizada uma centrifugacdo a 12.000 rpm por 10 minutos.
Observando-se a formacéo do pellet, procedeu-se o descarte do sobrenadante,
sendo os microtubos lavados com 500 ul de etanol (70%) seguidos de uma
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centrifugacéo a 12.000 rpm por 5 minutos. Repetiu-se outra lavagem utilizando
etanol absoluto sendo realizada a centrifugacéo por 5 segundos com descarte
da solucdo de lavagem (etanol) e secagem do precipitado em temperatura
ambiente por duas horas. No mesmo dia as amostras foram ressuspendidas
em 30 ul de solucéo TE (Tris base e EDTA). No dia seguinte as amostras foram
tratadas com 8 ul de RNAse (10 mg/ml), no qual permaneceram uma hora na
temperatura de 37°C dentro da estufa.

Quantificacdo das amostras

A quantificacdo do DNA gendmico foi realizada a uma voltagem 76 V
durante uma hora e meia com a visualizacdo das bandas através da
eletroforese. Realizou-se uma comparacao visual entre as bandas do DNA
extraido com padrdes de DNA do fago lambda de 50, 100 e 200 ng. Sendo o
registro feito em fotodocumentador modelo LPix Image (Loccus Biotecnologia),
estimando assim a quantidade de DNA extraida. ApGs esse procedimento as
amostras foram diluidas para 20 ng/ul (solucédo de trabalho) em agua ultrapura

e armazenadas em temperatura — 20 °C.

Reacbes de PCR

Nas reacdes para amplificacdo de PCR foram utilizados 10 iniciadores
moleculares do tipo ISSR (Tabela 2) utilizando microtubos de 200 ul para PCR,
por um volume final de 10 pl, contendo: 2 yL de DNA gendmico numa
concentracéo final de 20ng; 1 pL de primer (0,63 Mm); 1 uL de solugéao tampéo
(1X); 0,8 pL de dNTP’s (0,2 mM), 0,14 uL de TagPolimerase (7U); 0,6 uL de
MgCl, (3 mM) e 4,46 puL de agua Ultrapura. A programacéo do termociclador
constou com uma etapa de 94 °C por 3 minutos, seguido de 39 ciclos de 94 °C
por 45s, 50 °C por 1 minuto, 72 °C por 1 minuto. Uma extenséao a 72 °C por 7
minutos, finalizando o produto das reacdes a 4 °C. Os fragmentos foram
separados em gel de agarose a 2% (p/v) juntamente com um ladder de 1lkb

submetidos a voltagem constante de 100 V por 2,5 h e corados com brometo
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de etidio. A visualizacdo das bandas foi realizada sob luz ultravioleta sendo o

registro feito com auxilio de um fotodocumentador LPix-STi (Loccus).

Tabela 2 — Lista de primers ISSR e sua sequéncia (5° — 3’) utilizados para analise da
diversidade genética em acessos de Passiflora cincinnata do Banco Ativo de Germoplasma da
Embrapa Semiarido.

Primer Sequéncia (5’ - 3’)

1 - DIGA3C GAGAGAGAGAGAGAGAC
2 - DIGT5CR CRGTYGTGTGTGTGTGTGT
3-DiGT5CY CYGTGTGTGTGTGTGTGT
4 - TriCAG3YC CACCACCACCACCACYC
5-TriCAC5'CR CRCACCACCACCACCC

7 —TriCAG CAGCAGCAGCAGCAG

9 -TriCAG3'YC CAGCAGCAGCAGCAGYC
10 - TriGTG3'RC GTGGTGGTGGTGGTGRC
12 - TriAAC3'RC AACAACAACAACAARC

13 TriACA3'RC ACAACAACAACAACARC

Andlise dos dados

Os produtos amplificados foram convertidos para dados binarios, sendo
avaliados com presenca (1) ou auséncia (0) de bandas. A comparacgéo
genética entre os pares de individuos foi estimada por meio dos indices de
dissimilaridade baseados na complementaridade do coeficiente de Jaccard. Em
seguida, foi determinado o numero de agrupamentos genéticos pelo método
Unweighted Pair-Group Method Average (UPGMA). O ponto de corte para o
dendrograma obtido foi estabelecido pelo método proposto por Mojema (1977),
cuja férmula é descrita como Pc = m + kdp, com valor de k = 1,25. O ajuste
entre a matriz de distancia e o dendrograma foi verificado pelo coeficiente de
correlacdo cofenética (CCC). Todas as andlises descritas acima foram
realizadas com o programa GENES (Cruz, 2013).

Citogenética Vegetal

Local de avaliacdo e Material vegetal

As analises foram realizadas no Laboratorio de Biotecnologia Vegetal,

localizado na Embrapa Semiarido, Petrolina-PE. Dentre 0s acessos presentes
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no Banco Ativo de Germoplasma foram selecionados cinco genétipos, como
segue: 02, 11, 13, 22 e 32. A selecdo dos acessos foi feita baseada em fatores
morfolégicos como estrutura foliar e formato dos frutos. Para as analises
citogenéticas foram coletadas raizes obtidas a partir de sementes germinadas

em placas de Petri contendo papel de filtro umedecido com agua destilada.

As raizes foram pré-tratadas em 8-hidroxiquinoleina 0,002 M durante 24
horas a temperatura aproximada de 8°C, sendo, em seguida, fixadas em
Carnoy 3:1 (etanol: &cido acético glacial, v/v). Apés a fixacdo o material ficou
por 2-24 horas em temperatura ambiente, sendo em seguida armazenado em
freezer a — 20 °C até sua utilizacdo. As analises citogenéticas foram realizadas
com base protocolo escritas por Guerra ; Souza (2002). As raizes fixadas foram
digeridas com a solugdo enziméatica (2% celulase - 20% pectinase) a 37°C
durante 1 hora. Em seguida foi realizada a preparacédo das laminas através do
isolamento do meristema apical radicular, sendo o0 mesmo esmagado entre
lamina e laminula em acido acético 45%, congelado em nitrogénio liquido para
retirada da laminula, sendo as laminas secas a temperatura ambiente. Depois
de secas, as laminas foram coradas com o DAPl/glicerol (1 pyg mL™), onde
foram observadas em microscépio de fluorescéncia Leica DM 2000, sendo
realizada a selecdo das melhores laminas. As mesmas foram descoradas em
fixador Carnoy 3:1 durante 30 minutos, lavadas com &lcool 70% e absoluto 1
minuto em cada, sendo deixadas para envelhecer durante 3 dias.

Passados os trés dias, as laminas foram submetidas a coloragdo com os
fluorocromos CMA (cromomicina 0,5 mg mL™) por uma hora, seguida da dupla
coloracdo com DAPI por 30 minutos (2 pg mL™), sendo montadas em meio de
montagem Macllvaine seguindo o protocolo descrito por (Schweizer e Ambros,
1994). As melhores células foram capturadas utilizando o microscépio de
fluorescéncia Leica DM 2000 por meio da camera fotografica digital FX350
acoplada ao mesmo. Na avaliagdo foram visualizadas pelo menos 10
metafases por acesso, utilizando as melhores células para realizacdo da

visualizagcédo e contagem do niumero de cromossomos e bandas CMA/DAPI.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Caracterizacao molecular

Dos 10 iniciadores moleculares do tipo ISSR utilizados, trés foram do
tipo dinucleotideos (DIGA3'C, DIGT5CR e DiGT5CY) e 7 trinucleotideos
(TriCAG3’YC, TriCAC5CR, TriCAG, TriCAG3’YC, TriGTG3'RC, TriAAC3'RC e
TrHACAS3’RC) gerando um total de 357 bandas, com uma média de 35,7 bandas
por marcador e variagdo no tamanho das mesmas entre 100-1000 pb. O

namero total de fragmentos variou entre 23 e 47 bandas (Tabela 3).

Do total de bandas obtidas, 301 foram polimérficas, representando uma
média de 30,1 bandas por marcador, com polimorfismo médio de 84,31%
(Tabela 3). Os primers 1 - DIGA3'C e 3 - DIGT5'CY foram os mais polimaorficos,
dentre os utilizados. O percentual de bandas polimorficas variou entre 65% e
96% (Tabela 3).

Alguns autores investigando a variabilidade genética dentro do género
Passiflora observaram baixo grau de monomorfismo e alto percentual de
marcadores polimorficos. Bellon et al. (2007), por exemplo, trabalhando com
maracujazeiro usando 13 primers RAPD, propuseram que a alta porcentagem
de marcadores polimorficos pode estar vinculada com a alta diversidade
genética intraespecifica da espécie P. edulis. Costa et al. (2012) estudaram 63
acessos de maracuja amarelo, utilizando 23 marcadores microssatélites do tipo
ISSR, no qual 22 foram polimérficos, obtendo uma média de 11,56 bandas por
primer. Santos et al., (2014) analisando 45 acessos de Passiflora (trés de P.
alata e 42 acessos P. edulis) usando 18 primers ISSR, geraram um total de 227
bandas polimérficas com uma média de 12,61 bandas por primer. Comparado
ao estudo em questédo, os presentes resultados mostraram um aumento no
namero de bandas polimorficas com uma média de 30,1 bandas por primer,

confirmando a eficiéncia dos ISSR, na detecc¢ao de polimorfismo.

SOUZA et al. (2015) utilizando marcador ISSR analisando 25 espécies
silvestres de Passiflora provenientes do Banco de Germoplasma da UESC
(Ilhéus), obtiveram 20 primers polimérficos dos 31 utilizados, representando um

total de 331 bandas com média de 16 bandas por primer. Esse resultado
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reforca 0 uso dos marcadores ISSR como umas das melhores ferramentas
para estimar a diversidade genética intraespecifica, mostrando-se

extremamente Util para deteccao de polimorfismo dentro do género Passiflora.

Santos et al. (2011), caracterizando vérias espécies de maracujazeiros
do Brasil utilizando 18 primers ISSR, sendo seis dinucleotideos (DIGT30 YG,
DICA30 G, DIGA30 C, DIGA50 CY, DIGA30 YC, e DICA30 RG) e sete
trinucleotideos  (THAAG3RC, TriACA3RC, TriCAA3RC, TriAAC3RC,
TriAGC3RC, TriAGG3RC, e TriCAG30 RC), obtiveram 227 marcadores com
grau polimorfico de 98%. Corroborando com os resultados do presente
trabalho, no qual apresentaram um grau polimorfico de 84,31%, revelando
eficiéncia para os iniciadores ISSR nas espécies de maracujazeiros. Outros
autores também tém relatado marcadores como eficientes para detectar a
variabilidade genética intraespecifica em Passiflora. Junqueira et al. (2007), por
exemplo, observaram 63,8% de polimorfismo em 17 acessos de P. nitida
usando marcadores do tipo RAPD, e Ganga et al. (2004) estimaram 93,9% de

polimorfismo utilizando iniciadores AFLP em 36 acessos de P. edulis.

Em um relato de caracterizacdo de acessos de P. cincinnata com
marcadores ISSR, Carmo et al. (2017) obtiveram 81 bandas, sendo que 53
mostraram-se polimorficas representando um percentual de 65,43% de
polimorfismo com uma média 4,81 bandas por marcador. No nosso trabalho foi
possivel obter um nimero maior de bandas polimérficas por marcador (30,1) e
percentual de polimorfismo bem mais elevado (84,31%), provavelmente devido
a maior representatividade da amostra dos acessos que foram coletados em
todas as regides do semiarido brasileiro. Assim, os iniciadores ISSR sé&o
eficientes para revelar a diversidade genética, podendo ser usados com

sucesso na diferenciacao entre 0s acessos.

Por outro lado, o alto indice de polimorfismo observado reforga ainda
mais a alogamia nas espécies de maracujazeiro, com énfase em P. cincinnata,
vinculado ao sistema de autoincompatibilidade, sendo possivel apenas com
polinizacfes cruzadas. Nesse caso a polinizagéo é realizada principalmente por
insetos, sendo a mamangava (Xylocopa frontalis) o principal agente polinizador
(AKAMINE ; GIROLAMI, 1959).



Tabela 3 — Marcadores ISSR (primers) usados na caracterizagdo molecular em 53 acessos de Passiflora cincinnata Mast. NUmero total de bandas
(NTB), numero de bandas polimorficas (NBP), percentagem de polimorfismo (P%), nimero de bandas por genétipos (NGB) e amplitude dos fragmentos
(AF).

Primers Total P(%) Média
1 2 3 4 5 7 9 10 12 13

1 2 8 3 5 3 4 6 3 6 6 46 2,65 4,6

2 2 2 3 1 6 3 4 6 4 4 35 2,02 3,5

3 2 6 7 3 3 3 5 2 5 7 43 2,5 4,3

4 ; 4 3 4 - 3 2 4 4 3 27 1,56 2,7

5 3 4 2 3 3 3 4 2 5 3 32 1,85 3,2

6 1 1 2 3 3 3 4 2 4 6 29 1,67 2,9

> 7 3 8 3 2 1 5 5 4 3 5 39 2,25 3,9
o 8 2 4 4 4 1 4 6 3 6 5 39 2,25 3,9
m 9 2 2 4 3 2 6 6 4 4 4 37 2,14 3,7
2 10 5 6 4 3 2 ; 7 2 5 4 38 2,2 3,8
@ 11 4 4 5 4 4 6 6 3 3 6 45 2,6 4,5
> 12 - 4 3 2 2 7 6 4 4 5 37 2,14 3,7

3| Z |13 4 2 1 4 2 6 3 1 3 4 30 1,73 3
a | > |14 8 3 1 2 1 ; 6 3 4 5 33 1,9 3,3
T 15 8 5 3 3 2 2 6 1 5 4 39 2,25 3,9
o 16 6 3 1 3 3 3 3 1 3 3 29 1,67 2,9
& 17 5 1 4 2 2 6 3 3 4 2 32 1,85 3,2
18 3 7 2 4 3 5 4 2 2 5 37 2,14 3,7

19 1 3 1 1 3 3 4 2 2 4 24 1,4 2.4

20 2 8 5 4 3 3 4 2 4 3 38 2,2 3,8

21 2 10 1 3 3 3 5 2 2 3 34 1,96 3.4

24 2 6 5 2 4 5 6 5 3 3 41 2,37 4,1

25 4 6 - 4 5 5 2 2 4 4 36 2.1 3,6

26 3 6 1 2 3 5 3 2 3 4 32 1,85 3,2

28 3 8 3 - 4 5 3 2 5 3 36 2.1 3,6

29 1 3 1 - 3 5 2 2 5 4 26 1,5 2,6
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Figura 3. Dendrograma da dissimilaridade genética dentre os 53 acessos de Passiflora cincinnata Mast. provenientes do Banco Ativo de Germoplasma
da Embrapa Semiarido, obtido pelo método UPGMA e coeficiente de Jaccard. Correlacdo cofenética (r > 0,91).
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A partir do polimorfismo de bandas identificado entre o0s acessos
avaliados, foi possivel obter a formacdo de grupos e subgrupos, e calcular a
dissimilaridade genética, conforme pode ser observado no dendrograma da
Figura 4. As distancias genéticas entre os 53 acessos variaram entre 0,30 e
0,771. A menor distancia genética (0,30) observada foi entre os acessos PC34
e PC35, enquanto a maior distancia genética (0,771) foi obtida entre os
acessos PC1 e PC35 (Figura 4).

O coeficiente de correlagdo cofenética do dendrograma foi de 91%
(r=0,91), indicando boa correlacdo com os dados. Este parametro mede o nivel

de distorcdo da representacao grafica, indicando uma discrepancia de 9%.

Cerqueira-Silva et al., (2010), trabalhando com P. cincinnata,
observaram uma variabilidade intraespecifica cuja distancia genética entre os
acessos (gendétipos) variou de 0,20 a 0,85, o que reforca os dados obtidos no
nosso trabalho e corroboram com os valores variabilidade encontrada em
outras espécies, como, por exemplo a pitanga, cujos valores foram de 0,26 a
0,75 (Nogueira et al., 2007). Essa variabilidade também vem sendo relatada
em varias outras espécies de Passiflora como descrito por Faleiro et al. (2004),
Pio Viana et al. (2003) e Crochemore et al. (2003). Entretanto, para P.
cincinnata ha apenas um relato com valores estimativos baseados em poucas
amostras (Carmo et al., 2017). Em outros trabalhos de variabilidade
envolvendo Passiflora ssp., foram observados os seguintes valores para as
distancias genéticas (dg): P. edulis (0,09 < dg < 0,50) (Bellon et al. 2007), P.
alata (0,086 < dg < 0,32) (Bellon et al., 2009) and P. nitida (0,031< dg < 0,0471)
(Junqueira et al., 2007). Comparado ao estudo em questdo, os resultados do
presente trabalho demonstram um consideravel aumento nas distancias

genéticas, comprovando variabilidade entre os acessos de P. cincinnata.

O consideravel numero de grupos (9) gerados no presente trabalho
revela a variabilidade genética presente nos acessos avaliados, pois quando é
obtida a formacdo de poucos grupos, supde-se que haja uma baixa
dissimilaridade entre os acessos (MARTINS et al., 2011). O grupo | foi formado
por 11 individuos, os grupos I, Ill, IV e V por um 1 individuo cada, o grupo VI
por 7 individuos, o grupo VII por 3 individuos, o grupo VIII por 4 individuos e o
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grupo IX por 1 individuo. Na analise de agrupamento, foram percebidos que
alguns grupos néo tiveram sua composi¢ao vinculada as localidades de origem,
grupos VIl e VIII. J& nos grupos | (para alguns membros) e VI foi observado
uma relacdo direta no agrupamento, associando os locais de origem com
acessos, nesse caso oriundos dos estados da Bahia e Paraiba. Os grupos II,
[, IV e V apresentam sua composi¢cdo com apenas um individuo, no qual todos
mostram-se diferentes para o local de origem dos referentes genotipos. No
grupo VI nota-se a presenca de sete individuos sendo 4 coletados em Juazeiro
e 3 em Jaguarari, sendo observado que as maiores distancias sdo entre os
acessos de locais diferentes, referentes aos acessos PC7 e o PC10.
Exemplificando a presenca de diversidade genética intraespecifica entre os
individuos, com ressalvas para as maiores distancias genéticas que foram

observadas entre os acessos PC1 e PC35, com diferentes localidades.

Diante da formacao de nove grupos na avaliacdo do presente trabalho, é
observado a presenca de uma relativa rigueza entre os individuos, em
contrapartida com outros estudos contendo indmeros acessos de
maracujazeiro, como os realizados por Ganga et al. (2004) e Crochemore et al.
(2003b). Bellon et al. (2006) verificando a variabilidade em acessos de P.
alata, constatou a presenca da diversidade genética entre acessos de
diferentes regides geograficas. Constatacdo similar feita por Junqueira et al.,
(2006) estudando acessos de P. nitida provenientes de locais distintos,

observando uma variabilidade alta entre esses acessos.

Sendo assim, essa variabilidade intraespecifica encontrada nos
presentes acessos pode estar associada as distintas areas coletadas,
compostas pelos diferentes estados do Nordeste que serviu de base para
formacdo do Banco Ativo de Germosplasma (BAG) da Embrapa Semiarido
Petrolina-PE.
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Citogenética vegetal

Foram analisados cinco acessos (02, 11, 13, 22 e 32) de P. cincinnata
sendo observados 2n=18 cromossomos em todos os materiais (Tabela 4).
Esse numero cromossdmico ja foi relatado para outros acessos da espécie,
corroborando com o numero basico secundario x= 9 (MELO et al., 2001,
COELHO, 2009, AZEVEDO et al., 2011), considerando que 0sS numeros
cromossOmicos encontrados no género Passiflora s&o principalmente 2n=12,
18, 20, 22 e 24, variagcdo associada a processos evolutivos como aneuploidia e
poliploidia (MELO et al., 2001).

Na avaliacgdo morfométrica dos acessos, observou-se que o0
comprimento absoluto dos cromossomos variou entre 2,33 a 2,78 um, 1,91 a
4,09 um, 3 a 3,72 uym, 3,05 a 4,14 uym, 2,41 a 3,14 um para os genotipos 02,
11, 13, 22 e 32, respectivamente (Tabela 4). Os menores valores de medidas
cromossbmicas foram observados no acesso 02, com comprimento
cromossémico médio de 2,57 um, comprimento total de 23,09 um e do lote
haploide 11,54 um. Em contrapartida o acesso 22 obteve os maiores valores
para o comprimento cromossémico médio (3,48 um), comprimento total
(31,31um) e do lote haploide (15,65 um) (Tabela 4). Essas diferencas podem
estar associadas a fatores como possiveis alteragcbes estruturais
intraespecificas e diferentes niveis de condensacédo das células. Coelho (2009),
realizando estudos citogenéticos com P. edulis f. flavicarpa Deg., e P.
cincinnata, relatou que acessos de P. cincinnata apresentaram diferencas em
relacdo ao tamanho cromossémico, para 0 comprimento cromossdmico total
valores de 16,03 um no acesso B0549 e 23,36 um no acesso T0336. Em
espécies do género Passiflora foi observado um valor de 32,9 pym para o
comprimento cromossomico total (SOUZA et al., 2003, VIEIRA ; CARNEIRO,
2004). Os valores citados corroboram com os do presente trabalho para o
comprimento cromossémico total, nos acessos 02 e 22, sendo que 0s materiais
utilizados foram coletados em diferentes localidades, podendo estar em

associacao a essas diferencas.
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Soares-Scott et at. (2005) relataram que o género Passiflora apresenta
uma amplitude relativa para a estrutura cromossémica (nimero e tamanho),
relatando comprimentos médios entre 1,63 um a 3,73 pum. No entanto,
comprimentos maiores foram verificados dentro do género, como observado na
espécie P. quadrangularis o valor de 4,51 um para o maior comprimento meédio
(SOUZA et al., 2003). Coelho (2016) também relatou valores do comprimento
cromossdmico médio em P. cincinnata registrando 2,73 pm como o menor valor
e 4,12 um como 0 maior. Essas variagbes nos comprimentos dos
cromossomos podem ser vinculadas a possiveis mudancas cromossémicas
estruturais dentro e entre as espécies. Como observado nos valores do
trabalho em questdo, com variagbes entre 2,57 pm a 3,48 um para

comprimentos médios.

Outros autores analisando o comprimento dos cromossomos em P.
edulis, relataram variacdes entre 3,16 um (par 1) e 1,82 pym (par 9), com um
comprimento haploide total de 22,66 pm (SILVIA et al., 2005). Sendo que, na
espécie P. alata foi observado no cromossomo 9 um comprimento absoluto de
1,98 um e um comprimento haploide total de 22,88 um (MELLETI et al., 2003).
Azevedo et al. (2011) em estudo citogenético de parentais e hibridos
interespecificos entre Passiflora edulis Sims x Passiflora cincinnata, relataram
que o comprimento cromossémico haploide total foi de 18,56 um e 21,52 um,

respectivamente.

Apesar dos relatos de tamanho cromossomico absoluto serem
importantes para caracterizagdo cromossdémica, 0s valores relativos
(percentuais) sdo mais confiaveis para comparacao entre 0os acessos devido a
normalizacdo dos dados. Nesse caso, observamos na Tabela 4 que o
comprimento relativo (CR) dos cromossomos demonstra cariotipos simétricos
com a maioria dos valores ndo superando uma diferenca de 30% entre o maior
e 0 menor par cromossémico. Uma excecao foi observada no acesso 11, cujo
menor valor relativo foi de 6,61% para o par 1, enquanto o maior valor relativo
foi de 14,61% para o par nove, diferenca que reflete um valor mais que 2 vezes
entre 0 menor e 0 maior par cromossémico. Possivelmente podemos supor que
ocorreram eventos de amplificacdo ou recombinagcdes cromossOmicas

desiguais ao longo do tempo para esse acesso.
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Tabela 4. Acessos (AC), Par de cromossomos (PC); Comprimento absoluto (C); Comprimento relativo (CR); Comprimento cromossémico médio (CM); Comprimento
cromossoémico total (CT); Comprimento do lote haploide (LHC); Numero de cromossomos portadores de bandas CMA+/DAPI (NC) em cindo acessos de Passiflora

cincinnata presentes no Banco Ativo de Germoplasma da Embrapa Semiarido.

AC | PC C (um) CR |[NC[AC] PC C (um) CR [NC|AC| PC C (um) CR |[NC[AC] PC C (um) CR |NC|AC| PC C (um) CR | NC
1 | 233+0,29 | 10,09 1 |1,91+1,04 6,61 1 [3+0,28 10,16 1 |3,05+0,74 9,74 1 |241+0,40 9,39
2 | 242+065 | 10,48 2 |267+131 9,24 2 |[309+0,38 | 1047 2 |315+0,31 | 10,06 2 [254%042 9,9
3 | 249+1,39 | 10,78 3 |287+051 9,94 3 [3,13:068 | 10,61 3 [337+024 | 10,76 3 [3,72%051 10,6
4 | 255+052 | 11,04 4 |314%025 | 10,87 4 [319+098 | 10,81 4 [342:064 | 10,92 4 |280%052 10,9

2 5 |259+014 | 1122| 4 |11 | 5 [338=%142 | 11,71| 4 |13| 5 |327%0.27 111| 4 |22 5 |344x084 | 1098| 4 |32 5 |287%025 12| 4

6 | 26+059 | 11,26 6 |351+036 | 12,15 6 |3,32+1,04 | 11,25 6 |345+120 | 11,01 6 |3,06%058 11,9
7 | 26+082 | 11,26 7 |353+120 | 12,23 7 [333:061 | 11,28 7 [358+098 | 1143 7 [3,06+0064 11,9
8 | 274085 | 11,87 8 |3,77+111 | 13,05 8 |345+1,19 | 11,65 8 [370+076 | 11,81 8 |3,060,97 11,9
9 | 278%052 12 9 |409+117 | 14,16 9 [3,72x1,64 | 1261 9 [414+074 | 13,22 9 [314=101 12,2

CM 2,57+0,36 3,21+0,43 3,28 0,46 3,48 £ 0,32 2,85+£0,25

CT 23,09 28,87 295 31,31 25,68

LHC 11,54 14,44 14,75 15,65 12,84
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Por meio da dupla coloracdo CMA/DAPI foi observada a presenca de
quatro bandas CMA”, identificando regides de heterocromatina ricas em bases
CG (citosina e guanina) presentes em todos os acessos avaliados (Figura 6).
Os blocos CMA" (blocos brilhantes) foram localizados nas porgdes terminais
dos cromossomos, provavelmente associadas a regido organizadora dos

nucléolos (RONS).

Os quatro blocos de CMA®" nos acessos avaliados apresentaram
diferentes tamanhos (heteromorfismo), sendo algumas bandas observadas
distendidas dos pares de cromossomos (Figura 6). A diferenca de tamanho dos
blocos CMA" (heteromorfismo) aponta a presenca de variacdo cromossémica
estrutural dentre acessos de P. cincinnata, que certamente podem ocorrer
advindos de mudancas estruturais entre diferentes acessos (SOARES-SCOTT
et al., 2005).

Melo et al. (2001), em estudos citogenéticos, realizaram a dupla
colocaracdo CMA/DAPI em oito espécies de maracujazeiros: P. amethystina, P.
caerulea, P. capsularis, P. edulis f edulis, P. foetida, P. racemosa, P. rubra e P.
tricuspis, as mesmas apresentaram entre um e trés pares de blocos CMA",
porém ndo apresentaram a heterocromatina DAPI. Dentro do género foram
identificados individuos de algumas espécies com alteracfes estruturais, sendo
observado em um Unico individuo da espécie P. racemosa cinco blocos CMA”,
com um bloco maior e quatro blocos menores (MELO et al.,, 2001). Foram
observadas também diferencas na quantidade de blocos CMA/DAPI em P.
mucronata, nesse caso com a presenca de bandas DAPI e cinco blocos CMA*
e, em P. galbana, com quatro blocos CMA" (PASSOS, 2007). Segundo Souza
(2002), mudancas estruturais, como translocacdes, inversdes, delecbes e
duplicacdes, possivelmente acarretam importante fonte de variabilidade nessas
espécies. Comparado ao presente estudo é identificado diferencas estruturais
entre as espécies citadas com a P. cincinnata, observando o numero de
bandas CMA. Como também diferengas estruturais (intraespecificas) no

tamanho dos blocos formados.

Localizacdo e padréo de distribuicdo de regides heterocromaticas séo

muito variaveis nos vegetais, podendo ocorrer em uma mesma espécie
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polimorfismo para tamanho e nimero de bandas, sendo observado com mais
frequéncia mediante o padrédo de bandas CMA+/DAPI- (GUERRA, 2000).

No presente trabalho foram observadas diferengcas no tamanho dos
cromossomos bem como no tamanho das bandas CMA® entre diferentes
acessos. Isso pode estar relacionado aos diferentes gendétipos (Oriundos de:
Tremedal, Juazeiro, Exu e Petrolina) utilizados para realizacdo das analises
citolégicas, sendo que o0s acessos que compdem o Banco Ativo de
Germoplasma de Maracuja da Embrapa Semiarido foram coletados em regides
distintas. Possivelmente essas diferencas podem estar vinculadas ao inicio de
diferentes processos evolutivos, nas diversas localidades, que resultou nas

diferencas estruturais cromossomicas relatadas.
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Figura 4. Coloragdo CMA e DAPI em metafases mitéticas com 2n=18 em acessos de maracujazeiro P.
cincinnata com 2n=18. Setas indicam regifes de cromatina mais evidentes com coloragdo CMA". Alguns
blocos CMA estéo distendidos dos cromossomos como pode se observar em E e G. Barras equivalem a
5um. Acesso 2 (A e B); Acesso 11 (C e D); Acesso 13 (E e F); Acesso 22 (G e H) e Acesso 32 (1 e J).
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6. CONCLUSOES

A variabilidade estimada nos acessos avaliados presentes no BAG de
maracuja da Embrapa Semiarido de P. cincinnata sugere que a espécie tem

uma ampla base genética;

A dupla coloragdo CMA/DAPI permitiu a identificagdo heteromorfismo de

regides heterocromaticas nos acessos avaliados.
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Figura 5. Amplificacdo do DNA gendmico em 53 acessos de P. cincinnata, com a utilizacdo de
marcadores ISSR.
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Figura 6. Quantificacdo do DNA gendmico em 34 acessos de maracujazeiro (Passiflora
cincinnata Mast.) e DNA do fago lambda de 50, 100 e 200 ng (pogos 1,2 e 3, respectivamente).
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Figura 7. Germinacgdo de acessos de Passiflora cincinnata Mast, provenientes do Banco Ativo
de Germoplasma de sementes localizado na Embrapa Semiéarido-PE.



