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RESUMO - O Brasil é o maior produtor mundial de maracuja, entretanto tem-se observado reducgio na
produtividade do maracujazeiro nos dltimos anos, devido, principalmente, a fatores fitossanitarios. Na
Embrapa Cerrados, a transferéncia de genes de resisténcia de espécies silvestres para as comerciais de
maracujazeiro tem sido feita por meio de hibridag¢des interespecificas seguidas de um programa de
retrocruzamentos auxiliados por marcadores moleculares. Este trabalho teve por objetivo verificar a
recuperacéo do genoma recorrente nas plantas RC4 e RC5 [(Passifloraedulisx Passiflora setacea) x Passiflora
edulis] com base em marcadores RAPD. O estudo foi desenvolvido no Laboratério de Genética e Biologia
Molecular da Embrapa Cerrados. Amostras de DNA de cada material genético (17 plantas RC4, 16 plantas
RC3, Passiflora edulise Passiflora setacea) foram amplificadas para obteng¢@o de marcadores RAPD. Foram
utilizados 12 primers decimeros para as plantas RC4 e 14 primers deciAmeros para as plantas RC5. Os
marcadores RAPD gerados foram convertidos em matriz de dados bindrios. Verificou-se alta porcentagem
de marcadores polimérficos em consequéncia do cruzamento-base interespecifico. A menor similaridade
genética foi observada entre as espécies P. edulis e P. setacea, evidenciando a grande distancia genética
dessas espécies.

Termos para indexagéo: introgressao, marcadores moleculares, similaridade genética, Passiflora edulise
Passiflora setacea.

RECOVERY ANALYSISOF RECURRENT GENITOR
IN SOUR PASSION FRUIT THROUGH RAPD MARKERS

ABSTRACT - Brazil is the largest world producer of passion fruit, however, it has been observed a reduction
in the productivity in recent years due, mainly, to phytosanitary factors. At Embrapa Cerrados, the transfer
of resistance genes from wild to commercial species of passion fruit has been made through interspecific
hybridations, followed by a backcrossing molecular marker-assisted program. The objective this work was
to verify the recovery of recurrent genome at the plants RC4 and RC5 [(Passiflora edulis x Passiflora
setacea) x Passiflora edulis] based on RAPD markers. The study was developed at Embrapa Cerrados
Laboratory of Genetics and Molecular Biology. DNA samples of each genetic material (17 RC4 plants, 16
RCS5 plants, Passiflora edulis and Passiflora setacea) were amplified to obtain RAPD markers. There were
used 12 decamer primers for plants RC4 and 14 decamer primers for plants RCS. The RAPD markers generated
were converted into a matrix of binary data. There were a high percentage of polymorphic markers as a result
of interspecific base crossing. The smallest genetic similarity was observed between species P. edulis and
P. setacea, highlighting the large genetic distance of these commercial and wild varieties, respectively.

I ndex ter ms: backcrossing, molecular markers, genetic similarity, Passiflora edulis and Passiflora setacea.
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INTRODUCAO

O cultivo do maracujd tem evoluido muito
rapidamente no Brasil, sendo cultivado em quase
todo o territério nacional. Entretanto, tem-se
observado, nos ultimos anos, reducdo na
produtividade do maracujazeiro devido,
principalmente, a ocorréncia de doencas, depreciando
a qualidade do fruto, e consequentemente
diminuindo o seu valor comercial. Para modificar este
quadro, o desenvolvimento de variedades resistentes
a doencas ¢é de extrema importancia, sendo uma das
atuais demandas para a pesquisa (Faleiro et al., 2005;
Faleiro et al., 2006).

Estudos de melhoramento genético visam ao
desenvolvimento de materiais superiores,
principalmente com relacdo a caracteres de interesse
agrondmico, e tendem a utilizar a hibridacéo
intraespecifica para a transferéncia de genes de
interesse (Bruckner, 1997).

Espécies silvestres de maracujia séo
alternativas para a ampliacdo da base genética da
resisténcia a doencas; entretanto, trabalhos de
melhoramento genético s@o necessarios para
combinar a resisténcia com caracteristicas de
produtividade e qualidade de frutos. Na Embrapa
Cerrados, a transferéncia de genes de resisténcia de
espécies silvestres para as comerciais tem sido feita,
por meio de hibridacdes interespecificas seguidas
de um programa de retrocruzamentos auxiliados por
marcadores moleculares (Faleiro et al., 2004a; Faleiro
etal., 2004b).

A utilizagdo de marcadores moleculares em
programas de introgressdo de genes por
retrocruzamento é o exemplo mais concreto de
melhoramento genético assistido por marcadores
(Guimardes & Moreira, 1999). O objetivo € utilizar
marcadores moleculares distribuidos ao longo de todo
0 genoma para genotipar plantas obtidas por
retrocruzamentos (RC) juntamente com o genitor
recorrente (Faleiro, 2003).

Tais marcadores tém sido propostos para
auxiliar a recuperag@o do genoma recorrente por meio
da metodologia de gendtipos graficos (Young &
Tanksley, 1989). Dessa forma, o nimero de
retrocruzamentos necessarios para a recuperagdo do
fenétipo recorrente € reduzido de forma acentuada,
acelerando o desenvolvimento de variedades
melhoradas (Openshaw et al., 1994).

Neste trabalho, objetivou-se verificar a
recuperagdo do genoma recorrente nas plantas RC4
e RC5 por meio de RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA).

MATERIAL E METODOS

Este estudo foi desenvolvido no
Laboratério de Genética e Biologia Molecular da
Embrapa Cerrados, Planaltina-DF.

A partir de uma populacio original de 59
plantas RC4 [(Passiflora edulis x Passiflora setacea)
x Passiflora edulis ], foram selecionadas 17 plantas
com base na resisténcia a virose do endurecimento
dos frutos. No caso da populagdo RCS5, foram
caracterizadas 16 plantas de uma populacio de 40
plantas, também selecionadas com base na
resisténcia a virose do endurecimento dos frutos.
As plantas RC4, RC5 e seus genitores (Passiflora
edulis GA-2 e Passiflora setacea) foram
caracterizados com base nos marcadores
moleculares. Folhas em estdgio intermedidrio de
maturacdo de cada material genético foram coletadas,
e o DNA genomico foi extraido a partir do método
CTAB modificado (Faleiro et al., 2003) e validado
por Bellon et al. (2007). A concentragdo e a
quantidade do DNA foram estimadas por
espectrofotometria a 260 nm (Sambrook et al., 1989),
e arelacdo A260/A280, utilizada para avaliar a pureza
e a qualidade do DNA extraido.

Amostras de DNA de cada material genético
foram amplificadas para obtencdo de marcadores
RAPD. As reacgdes de amplificacdo foram feitas em
um volume total de 13 pl, contendo Tris-HC] 10 mM
(pH 8,3), KC1 50 mM, MgCl, 3 mM, 100 uM de cada
um dos desoxiribonucleotidios (dATP, 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 os primers decimeros OPD (02),
OPE (09; 16 e 18), OPF (14 e 17), OPG (05e 17) e OPH
(08; 14; 16 e 17) para as plantas RC4 e OPD (02 e 19),
OPE (09 ¢ 16), OPF (16; 17; 18 ¢ 20), OPG (03 e 15) e
OPH (04; 08; 14 e 17) para as plantas RCS5.

As amplificacdes foram efetuadas em
termociclador programado para 40 ciclos, cada um
constituido pela seguinte sequéncia: 15 sa94 °C, 30
sa35°Ce90sa72°C. Apés os 40 ciclos, foi feita
uma etapa de extensdo final de seis min, a 72 °C, e,
finalmente, a temperatura foi reduzida para 4°C. Apds
a amplificagdo, adicionaram-se a cada amostra 3 pl
de uma mistura de azul de bromofenol (0,25%) e
glicerol (60%) em dgua. 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 separagdo
eletroforética foi de, aproximadamente, quatro horas,
a 90 v. Ao término da corrida, os géis foram
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fotografados sob luz ultravioleta.

Os marcadores RAPD gerados foram
convertidos em uma matriz de dados bindrios, a partir
da qual se estimaram as distancias genéticas entre
as diferentes plantas RC e os genitores recorrente e
doador, com base no complemento do coeficiente
de similaridade de Nei e Li (1979), utilizando-se do
Programa Genes (Cruz, 1997). A matriz de distancias
genéticas foi utilizada para realizar andlises de
agrupamento por meio de dendrograma, utilizando-
se do método do UPGMA (Unweighted pair-group
arithmetic average) como critério de agrupamento,
e a dispersdo grafica baseada em escalas
multidimensionais, usando o método das
coordenadas principais, com auxilio do Programa
SAS (SAS INSTITUTE INC.,1989) e Statistica
(STATSOFT INC., 1999).

RESULTADOSE DISCUSSAO

Para as plantas RC4 e seus genitores, a partir
dos 12 primers decimeros, foram gerados 146
marcadores RAPD (Tabela 1), obtendo-se a médiae
12,2 marcadores por primer. Do total de marcadores,
117 (80,14 %) foram polimérficos, fato que pode ser
explicado pela diferenca genética da populacio RC4
em relacdo ao genitor doador (P. setacea). A origem
das plantas RC4 de um cruzamento-base
interespecifico também explica a alta porcentagem
de marcadores polimorficos. A similaridade genética
entre as plantas RC4 e seus genitores variaram entre
0,38 € 0,91. O menor valor de similaridade genética
(0,38) foi obtido entre as espécies P. edulis e
P.setacea, evidenciando a grande distancia genética
dessas variedades comercial e silvestre,
respectivamente. A maior similaridade genética (0,91)
foi obtida entre a planta 5 da geracio RC4 e o genitor
recorrente P. edulis.

Na andlise de agrupamento com base nas
distancias genéticas (Figura 1), como esperado,
verificou-se a formacdo de um grupo contendo o
genitor recorrente e as plantas RC4, e outro
contendo o genitor resistente.

A dispersdo grafica com base na matriz de
distancias genéticas (Figura 2) demonstra a
separacdo dos genitores, que se localizam em pontos
extremos do grifico além da aproximacgdo da
populacdo RC4 em relacéo ao P. edulis (genitor
recorrente). Este grafico ilustra o processo de
recuperacdo do genoma recorrente pelo programa
de retrocruzamentos.

Em RC4, teoricamente, espera-se uma
recuperacdo do genoma recorrente de 96,875%, e

em RC5 98,437 %, considerando a utilizagdo do mesmo
genitor recorrente. No caso do maracujazeiro,
considerando os problemas de autoincompatibilidade,
a estratégia do programa de retrocruzamentos ¢é
modificar, a cada ciclo de retrocruzamentos, a
variedade comercial utilizada como genitor recorrente
dentro da espécie P. edulis. As variedades utilizadas
no programa foram GA-2, AR-1 e EC2-0O. Esta
alternincia do genitor recorrente explica a menor
recuperagdo do genoma recorrente nas plantas RC4.

Esse fato pode ser verificado na Figura 3, que
mostra as similaridades genéticas das plantas RC4 e
do genitor resistente em relacéio ao genitor recorrente.
A média de recuperagdo do genitor recorrente GA-2
foi de 84,4% nas plantas RC4. As plantas RC4 mais
proximas do genitor recorrente foram: 5; 22 e 44.

Para as plantas RC5 e seus genitores, os 14
primersdecameros geraram o total de 120 marcadores
RAPD (Tabela 2), perfazendo a média de 8,6
marcadores por primer. Dos 120 marcadores, apenas
34 (28,3%) foram monomorficos. Observa-se alto
polimorfismo principalmente pelo fato de as plantas
P. edulis e RC5 divergirem da espécie P. setacea.
Elevado polimorfismo tem sido verificado em diversos
trabalhos, como, por exemplo, o de Pio Viana et al.
(2003), comprovando, assim, a alta variabilidade
genética interespecifica no género Passiflora.
Segundo Ganga et al. (2004), um dos fatores que
podem explicar a elevada diversidade genética no
maracujazeiro, é o fato de a maioria das espécies
serem alégamas, com presenca de um sistema
genético de autoincompatibilidade que favorece a
polinizacdo cruzada e, consequentemente, o fluxo
génico entre gendtipos distintos da mesma espécie
ou de espécies diferentes.

As distancias genéticas entre as plantas RC5
e seus genitores variaram entre 0,33 e 0,96. A média
de recuperacdo do genitor recorrente GA-2 foi de 92,19
% nas plantas RC5. Assim como nos resultados
obtidos em RC4, a maior distincia genética (0,33) foi
observada entre as espécies P. setacea e Pedulis. A
menor distancia genética (0,96) foi obtida entre a
planta 9 da geracdo RC5 e o genitor recorrente (P.
edulis).

Verifica-se, na andlise de agrupamento (Figura
4), a formagdo de um grupo com as plantas RCS5 e o
genitor P. edulis, e um grupo contendo o genitor
resistente P. setacea, o que foi observado também
em RC4. Comparando-se as andlises de agrupamentos
das populagdes RC4 (Figura 1) e RC5 (Figura 4),
verifica-se que a distincia genética dentro do grupo
de plantas RC4 é maior que a distincia dentro do
grupo de plantas RC5, o que era esperado,
considerando o sucesso da recuperacdo do genoma
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recorrente, dentro do programa de retrocruzamentos.

Ao comparar a dispersdo grafica baseada na
matriz de distancias genéticas das 16 plantas RC5 e
seus genitores (Figura 5) com a mesma figura obtida
para as 17 plantas RC4 e seus genitores (Figura 2),
observa-se a maior aproximagao das plantas RC5 em
relacdo ao genitor recorrente, além da maior
uniformidade de distribuicdo dessas plantas e o
genitor doador no outro ponto extremo. Também
pode-se observar isso na Figura 6 onde ha maior
similaridade genética da geragdo RCS5 em relagdo ao
genitor recorrente, diferentemente do que ocorre com

o genitor doador.

Marcadores moleculares RAPD tém sido
utilizados, com sucesso, para confirmar as
hibridagdes manuais e para acelerar a recuperagdo
do genoma recorrente em programas de
retrocruzamentos do maracujazeiro (Faleiro et al.,
2007). No caso da populagdo RCS5, verifica-se que as
plantas 2; 6; 9 e 16 (Figura 6) sdo as mais proximas
do genitor recorrente, sendo, portanto, selecionadas
para o novo ciclo de retrocruzamento.

TABELA 1- Primers utilizados para a obtencdo dos marcadores RAPD e respectivos nimeros de bandas
polimérficas e monomoérficas, utilizadas na caracterizacao das plantas RC4 e seus genitores.

OPD-02

GGACCCAACC 3
OPE-09 CTTCACCCGA 10 0
OPE-16 GGTGACTGTG 6 3
OPE-18 GGACTGCAGA 0 6
OPF-14 TGCTGCAGGT 15 3
OPF-17 AACCCGGGAA 17 0
OPG-05 CTGAGACGGA -4 3
OPG-17 ACGACCGACA 15 1
OPH-08 GAAACACCCC 8 4
OPH-14 ACCAGGTTGG 9 0
OPH-16 TCTCAGCTGG 23 1
OPH-17 CACTCTCCTC 8 3

117 29

TABELA 2- Primers utilizados para a obten¢do dos marcadores RAPD e respectivos niimeros de bandas
polimérficas e monomérficas,tilizadas na caracterizag@o das plantas RCS e seus genitores.

~ OPD-02

GGACCCAACC 4 3
OPD-19 CTGGGGACTT 7 3
OPE-09 CTTCACCCGA 3 4
OPE-16 GGTGACTGTG 9 2
OPF-16 GGAGTACTGG 6 2
OPF-17 AACCCGGGAA 6 3
OPF-18 TTCCCGGGTT 0 5
OPF-20 GGTCTAGAGG 4 0
OPG-03 GAGCCCTCCA 12 0
OPG-15 ACTGGGACTC 7 1
OPH-04 GGAAGTCGCC 4 2
OPH-08 GAAACACCCC 5 4
OPH-14 ACCAGGTTGG 9 3
OPH-17 CACTCTCCTC 10 2

86 34
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FIGURA 1- Andlise de agrupamento de 17 plantas RC4 e seus genitores Passiflora edulis e P. setacea, com
base na matriz de distancias genéticas calculadas, utilizando-se de 146 marcadores RAPD. O

Coord. 2

método do UPGMA foi utilizado como critério de agrupamento. Embrapa Cerrados/2007.

0.16
0.12 1
.
2
.
0.08
4
.
0.04 5 3
P solacea # ¥2
. L]
i 6P
B® .
0,00 LR P odis
5 .
1218 e
0.04 g
17
® 15
0.08 “®
.
0.12 . . : : . . .
06 05 04 03 0.2 0.1 0.0 0.1 0.2
Coord. 1

FIGURA 2 - Dispersao grifica de 17 plantas RC4 e seus genitores Passiflora edulis e P. setacea, com base
na matriz de distancias genéticas calculadas, utilizando-se de 146 marcadores RAPD. Embrapa

Cerrados/2007.
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FIGURA 3 - Similaridade genética de 17 plantas RC4 e do genitor resistente P. setacea (Ps)em relagdo ao
genitor recorrente P. edulis GA-2. Embrapa Cerrados/2007.
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FIGURA 4 - Anilise de agrupamento de 16 plantas RC5 e seus genitores Passiflora edulis e P. setacea, com
base na matriz de distancias genéticas calculadas, utilizando-se de 120 marcadores RAPD. O
método do UPGMA foi utilizado como critério de agrupamento,Embrapa Cerrados, 2007.
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FIGURA 5 - Dispersao gréfica de 16 plantas RC5 e seus genitores Passifloraedulis e P. setace, com base na
matriz de distancias genéticas calculadas, utilizando-se de 120 marcadores RAPD. Embrapa
Cerrados/2007.
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FIGURA 6 - Similaridade genética de 16 plantas RC5 e do genitor resistente P. setacea (Ps) em relacdo ao
genitor recorrente P. edulis GA-2. Embrapa Cerrados/2007.
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CONCLUSOES

1-A utilizacdo de marcadores RAPD
possibilita a caracterizacdo molecular de plantas RC4
e RC5 quantificando a recuperacdo do genoma
recorrente e evidenciando a elevada distancia
genética entre os genitores do cruzamento-base
interespecifico.

2-As plantas RC4 com maior recuperacio do
genitor recorrente sdo as de nimero 5; 22 e 44, e na
caracterizac¢do das plantas RC5, as de niimero 2; 6; 9
e 16.
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