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RESUMO: Marcadores moleculares permitem acompanhar o progresso de um programa 
de melhoramento genético. Marcadores SSR (simple sequence repeats), por serem 
codominantes, multialélicos e apresentarem alto polimorfismo, são ideais para estudos de 
criação de mapas gênicos, variabilidade e confirmação de retrocruzamentos. Porém, o uso 
deste tipo de marcador molecular é limitado, visto que são apenas disponíveis primers para 
espécies com expressão comercial. Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a 
transferibilidade de 21 loci microssatélites desenvolvidos e desenhados de P. edulis e P. alata 
para quatro espécies silvestres de Passiflora. As espécies utilizadas foram: P. cincinnata, P. 
quadrangularis, P. mucronata, e P. nitida. A extração de DNA foi realizada através do Kit 
Promega Wizard®. O protocolo de amplificação utilizado foi adaptado do proposto para o 
maracujazeiro comercial. Foram utilizados dezenove marcadores microssatélites desenhados 
para a espécie P. edulis e dois desenhados para P. alata. Os amplicons foram levados à 
eletroforese horizontal em gel de agarose a 3% e corados com o buffer Nancy 520. Os géis 
foram revelados em fotodocumentador digital e analisados. A transferibilidade foi verificada 
através da avaliação de presença ou ausência de banda. Os loci microssatélites projetados 
para P. edulis e P. alata mostraram-se transferíveis para ao menos uma das espécies com 
uma taxa altamente variável sendo, P. cincinnata (33,33%), P. quadrangularis (23,81%), P. 
mucronata (19,05%) e P. nitida (14,28%). Os marcadores PE13 e PE54 podem ser indicados 
para estudos de caracterização molecular por serem os únicos capazes de amplificar todas 
as espécies de maracujá silvestre estudadas.

ABSTRACT: Molecular markers are tools that allow the monitoring of a breeding program 
progress. SSR (simple sequence repeats) markers are applied for genetic mapping studies, 
variability, assisted selection, crossing and backcrossing, because they are codominant, 
multiallelic and high polymorphic. However, the use of this type of molecular marker is 
limited, since primers are only available for commercially expressed species. Therefore, 
this work aimed to evaluate the transferability designed primers of Passiflora alata e 
Passiflora edulis to four wild species of Passiflora. The species used were: P. cincinnata,  
P. quadrangularis, P. mucronata and P. nitida. DNA extraction was done through the Promega 
Wizard® Kit. The amplification protocol used was the one proposed for P. alata and P. edulis 
with adaptations. Nineteen microsatellites designed for P. edulis and two designed for a 
genus P. alata were used. The amplicons were taken to horizontal electrophoresis in a 3% 
agarose gel, followed by staining with Nancy 520 buffer and the revelation was developed 
in a digital photodocumentator with UV light. The transferability was verified through the 
evaluation of band presence or absence. The microsatellites loci designed for P. edulis and 
P. alata were transferable for the examination of at least one species with high variable 
rate: P. quadrangularis (23.81%), P. cincinnata (33.33%), P. quadrangularis (23.81%), P. 
mucronata (19.05%) and P. nitida (14.28%). Markers PE13 and PE54 can be selected for 
molecular characterization studies because they are the only ones able to amplify all the 
wild passion fruit species tested.Recebido em: 03/07/2018
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1 Introdução
O Brasil, considerado a origem e um dos principais 

centros de diversidade genética do gênero Passiflora, com 
aproximadamente 146 espécies nativas (Bernacci et al., 2015), 
destaca-se mundialmente como o principal produtor comercial 
de maracujá (Faleiro & Junqueira, 2016), com uma produção 
de 554 mil toneladas de frutas frescas em aproximadamente 
41 mil hectares plantados no ano de 2017, de acordo com o 
IBGE (Brasil, 2017).

A maioria das plantas deste gênero são herbáceas e apresentam 
hábito de crescimento trepadeiro, sendo poucas as espécies 
que apresentam aspecto ereto e de caule mais lenhoso. Já as 
flores, principal característica do gênero, são hermafroditas, 
protegidas na base por brácteas foliares, corona formada por 
inúmeros filamentos e apresentam uma variação de cores, formas 
e tamanhos (Faleiro & Junqueira, 2016). As espécies do gênero 
Passiflora são diploides, alógamas, e apresentam uma variação 
quanto ao número de cromossomos (Paiva et al., 2014a).

Além da alta variabilidade genética encontrada no gênero, 
com mais de setenta espécies produtoras de frutos comestíveis, 
algumas espécies silvestres mostram um potencial para contribuir 
com programas de melhoramento genético do maracujazeiro 
comercial, pois apresentam resistência a doenças e características 
agronômicas desejáveis, tais como aumento da produtividade, 
potencial para ornamentação, produção de compostos fármacos, 
melhoria no vigor vegetativo e reprodutivo, diminuição da 
autoincompatibilidade, melhoramento das características físicas 
e químicas dos frutos e maior longevidade (Meletti et al., 2005; 
Faleiro & Junqueira, 2016; Preisigke et al., 2017). Neste contexto, 
hibridações interespecíficas entre espécies silvestres e comerciais 
têm se tornado uma alternativa para contribuir para a resistência 
do maracujazeiro a fitopatógenos (Meletti & Brückner, 2001).

Em programas de melhoramento genético, o emprego de 
marcadores moleculares é mais eficiente durante o avanço 
de gerações, sendo ferramentas que possibilitam analisar 
detalhadamente o genoma da espécie, avaliando as relações 
entre indivíduos e populações, possibilitando a identificação 
da diversidade genética do material estudado, identificando 
genes de característica quantitativa ou qualitativa, ou até mesmo 
fenômenos de heterose (Pereira et al., 2005; Gonçalves-Vidigal 
& Rubiano, 2011).

Entre os tipos de marcadores moleculares, os SSR (simple 
sequence repeats), também denominados de microssatélites, 
são unidades moleculares curtas de 2 à 6 pares de base 
repetidas, chamados de tandem. Os SSR são desenvolvidos 
para amplificação através da técnica de reação em cadeia da 
polimerase (polymerase chain reaction – PCR), utilizando primers 
que contêm, em média, vinte pares de base, normalmente são 
utilizados para criação de mapas genéticos por apresentarem 
codominância, alto polimorfismo e serem multialélicos. Os 
microssatélites também podem ser aplicados para a seleção 
assistida de retrocruzamentos, sendo na maioria das vezes 
empregados no estudo da variabilidade genética de populações 
naturais (Borém & Miranda, 2009).

Entretanto, o uso de SSR é limitado, uma vez que para o 
gênero Passiflora são apenas disponíveis marcadores para as 
espécies P. pohlii (Pádua, 2004), P. alata (Pádua et al., 2005), P. 
edulis (Oliveira, 2006), e P. contracta Vitta (Cazé et al., 2012), 

limitando progressos em estudos, pois o desenvolvimento 
de novos marcadores microssatélites para espécies silvestres 
requer onerosos custos de produção e uma longa duração no 
desenvolvimento (Gimenes et al., 2007).

A transferência de microssatélites entre espécies vem sendo 
estudada e realizada com sucesso no gênero Passiflora (Oliveira 
et al., 2013; Silva et al., 2014; Araya et al., 2017), contudo fazem-
se necessários novos estudos, uma vez que existem inúmeras 
espécies que ainda não possuem marcadores microssatélites 
desenvolvidos. Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar 
a transferibilidade de 21 loci microssatélites das espécies 
comerciais para quatro espécies silvestres de Passiflora. 

2 Material e Métodos
Foram coletadas folhas de estágio intermediário de 

desenvolvimento de quatro indivíduos das espécies silvestres 
de Passiflora: P. cincinnata, P. quadrangularis, P. mucronata 
e P. nitida, oriundos da coleção de trabalho do Laboratório de 
Melhoramento Genético Vegetal da Universidade do Estado de 
Mato Grosso (Unemat) (ver Tabela 1), campus de Cáceres. A 
área experimental está localizada a 16º11’42” de latitude Sul 
e 57º40’51” de longitude Oeste, com temperatura média anual 
de 26,24°C, altitude de 118 m e precipitação total anual de 
1.333 mm. O município faz parte da mesorregião do Centro-
Sul matogrossense e da microrregião do Alto Pantanal, sendo 
215 km distante da capital. O clima, segundo a classificação de 
Köppen, é tropical quente e úmido, com inverno seco (clima 
Awa) (Neves et al., 2011).

Tabela 1. Espécies de Passiflora analisadas, local de origem, e descrição 
do acesso
Table 1. Species of Passiflora analyzed, place of origin, and description 
of access

Espécies Local Descrição do 
acesso

Passiflora cincinnata Mast. Mato Grosso Unemat 103
Passiflora quadrangularis Mato Grosso Unemat 88
Passiflora mucronata Lam. Minas Gerais Unemat 66

Passiflora nitida Minas Gerais Unemat 67

Após a coleta, o material foi encaminhado ao Laboratório de 
Recursos Genéticos Vegetais da Unemat, campus de Cáceres, 
onde foi realizada a extração do DNA genômico, utilizando 
o kit de extração de DNA Wizard®. A análise da qualidade 
do DNA genômico foi realizada por eletroforese em gel de 
agarose a 1%. Após a quantificação, as amostras de DNA de 
boa qualidade foram diluídas em H2O mili-Q para concentração 
de 3 ng µl-1.

Para a realização da amplificação da reação da PCR foi 
utilizada a modificação da metodologia proposta por Pádua 
et al. (2005), com volume total de 13 µl, contendo 5,49 µl de 
H2O mili-Q; 1,3 µl de Tampão 10X; 1,04 µl de dNTP (0,25 
mM); 1,04 de Primer Forward (0,2 mM); 1,04 de Primer 
Reverse (0,2 mM); 0,12 µl de Taq DNA polimerase (5 U µl-

1); e 3 µl de DNA genômico (3 ng µl-1). Após o preparo das 
soluções, as amostras foram acondicionadas em microtubos 
com capacidade de 200 µl e levadas ao termociclador (Aeris™-
BG096). Foram utilizados para o estudo 21 marcadores de 
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loci microssatélites polimórficos (Tabela 2), sendo dezenove 
desenvolvidos para a espécie P. edulis descritos por Oliveira 
(2006), e dois desenvolvidos para a espécie P. alata descritos 
por Pádua et al. (2005).

Tabela 2. Marcadores SSR utilizados neste estudo: código do loco e 
sequência de primers
Table 2. SSR markers used in this study: locus code, and sequence of 
primers

Loci SSR Sequência 
“foward”(5’-3’)

Sequência 
“reverse”(5’-3’)

PE01 caggatagcagcagcaatga agccaaatgtcaaactgaac

PE02 ggacgacaatcaagtgagg cccaaactatgcaacaccaa

PE04 atgcttttggaaatccgttt tgctcatgcaaagtcactgg

PE06 agcggggaggagagtagc gcctgatgtcaaaaacacag

PE07 tgctcattgatggtgcttg tcgtctcttctcctccttca

PE08 ccggatacccacgcatta tctaatgagcggaggaaagc

PE11 gcataagttgtcggtcttgg cctcgaacctctatcatcca

PE13 aagcaccccaatcgttga ccccctgccacctgagta

PE18 ccgtgaaccaaccatttctc ccgtgaaccaaccatttctc

PE20 aggatcaccatagaaaaccat gttaggttggcattgctctt

PE37 caaaaggataggcctgatgtc tgcttggtcatccactgaag

PE38 gatcggtcctcggttagac agtcacacagcatgagaaatc

PE41 atcggggttcgcttatttg cgttcatcctttagtgggcta

PE54 tggtgtgtgtgggtgattag cattctcctgccacctgagt

PE58 gcaatttcaccatcttctgct gcaatttcaccatcttctgct

PE66 ccatagtcccaacaagcatc gctgtggaccctaactcagtc

PE74 ccctcttatcaatagcgttgg gcacgagcacgagtatttatt

PE75 cacaatcggtgggaaagata gtagttttgggcagtttgc

PE90 tcaggaagattgcatgttagt ctgggttttgtttatgttgc

A07FP1 cacatttgccgtcactgg cggcatacgataaatctcctg

A08FP1 cacatttgccgtcactgg cggcatacgataaatctcctg
PE = Passiflora edulis (Oliveira, 2006); A = Passiflora alata (Pádua et al., 2005)

O programa de amplificação utilizado foi proposto por 
Oliveira (2006) com modificações, com um ciclo inicial de 
desnaturação de 94°C por 5 minutos, seguido de 30 ciclos de 
anelamento de 94°C por 40 segundos, 58°C por 40 segundos 
e 72°C por 1 minuto, e uma extensão final de 72°C por 5 
minutos. Para determinar a melhor temperatura de anelamento, 
foi realizado um teste de gradiente de temperatura, em que foi 
observado que a temperatura de 58°C obteve o maior número 
de amplificações. Para os primers que não foram observados 
amplificações na temperatura de 58°C, foram submetidos 
novamente em um programa de amplificação nas temperaturas 
de 60°C e de 62°C.

Após a realização da amplificação da PCR, os amplicons 
foram levados à eletroforese horizontal em gel de agarose a 
3% corados com o buffer Nancy 520 (Sigma-Aldrich) (10 µl 
50ml-1), em um programa de 80 V por 5 horas, sendo aplicados 
em cada poço do gel 3 µl de azul de bromofenol mais 3 µl do 
produto da reação de PCR. Para mensurar os tamanhos dos 
fragmentos de DNA, foi utilizado Ladder de 50 pb (Sigma-

Aldrich). O tampão utilizado para o gel e para corrida foi 
o TBE (Tris/Borato/EDTA) em uma concentração de 10%. 
Após a realização da eletroforese, os géis foram levados ao 
fotodocumentador (Loccus Biotecnologia) e digitalizados, em 
seguida analisados pelo programa L-Pix Image (versão 2.7) 
(Loccus Biotecnologia) para avaliações posteriores.

A análise da transferibilidade foi realizada através da 
avaliação de presença ou ausência de banda, sendo aplicado 
para as quatro espécies o cálculo: Transferibilidade (%) = 
(Número de Loci transferíveis/Número de loci testados) x 100.

3 Resultados e Discussão
Dos 21 primers microssatélites utilizados, oito foram 

capazes de amplificar e reproduzir bandas visíveis de alta 
qualidade (PE01, PE07, PE08, PE11, PE13, PE41, PE54 e 
A07FP1) nas quatro espécies silvestres de maracujazeiro 
estudadas, sem apresentar produtos secundários. Os outros 
treze marcadores utilizados (PE02, PE04, PE06, PE18, PE20, 
PE37, PE38, PE58, PE66, PE74, PE75, PE90 e A08FP1) não 
foram capazes de amplificar ou de reproduzir bandas visíveis, 
mesmo quando submetidos a temperaturas mais elevadas na 
fase de anelamento, durante a amplificação em PCR. A Tabela 
3 mostra as sequências dos primers utilizados, juntamente com 
os resultados obtidos das amplificações. 

Tabela 3. Resultados de amplificação cruzada nos 21 loci analisados 
para as quatro espécies de Passiflora silvestres em gel de agarose a 3%
Table 3. Cross-amplification results reported in the 21 loci analysed for 
the four wild Passiflora species on 3% agarose gel

Primers P. cincinnata P. quadrangularis P. mucronata P. nitida
PE01 - - + -
PE02 - - - -
PE04 - - - -
PE06 - - - -
PE07 + + - -
PE08 + - - -
PE11 + - - -
PE13 + + + +
PE18 - - - -
PE20 - - - -
PE37 - - - -
PE38 - - - -
PE41 + + + -
PE54 + + + +
PE58 - - - -
PE66 - - - -
PE74 - - - -
PE75 - - - -
PE90 - - - -

A07FP1 + + - +
A08FP1 - - - -
T (%) 33,33 23,81 19,05 14,28

T (%) = taxa de transferibilidade; (-) = ausência de amplificação; (+) = 
amplificação observada.

Os primers utilizados apresentaram uma taxa variável de 
transferibilidade, o maior percentual foi para a espécie P. 
cincinnata (33,33%), seguido por P. quadrangularis (23,81%), P. 
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mucronata (19,05%) e, por fim, P. nitida, apresentando a menor 
taxa de transferibilidade (14,28%). Esta baixa porcentagem 
pode estar relacionada à diferença molecular entre as espécies 
estudadas e as espécies específicas destinadas para cada primer.

Apenas dois primers apresentaram amplificação para todas 
as espécies estudadas (PE13 e PE54), com presença de bandas 
polimórficas com heterozigose para algumas espécies, com 
fragmentos variando de 100 a 200 pb. Outros dois primers 
foram capazes de amplificar três das quatro espécies, sendo que 
no primer PE41 foi possível realizar a transferibilidade para as 
espécies P. cincinnata, P. quadrangularis e P. mucronata, esse 
primer mostrou bandas heterozigóticas e fragmentos variando 

de 200 a 250 pb. Já o primer A07FP1 foi transferível para as 
espécies P. cincinnata, P. quadrangularis e P. nitida, com um 
fragmento de 250 pb. O primer PE07 foi capaz de amplificar 
apenas duas das quatro espécies, sendo elas P. cincinnata e P. 
quadrangularis com um fragmento de 150 pb. E, por fim, os 
primers capazes de amplificar apenas uma das quatro espécies 
foram: PE01, capaz de amplificar para a espécie P. mucronata, 
com altura de fragmento de 200 pb; e os primers PE08 e 
PE11 capaz de realizar a amplificação cruzada na espécie P. 
cincinnata, com fragmentos de 250 pb. A Figura 1 mostra o 
resultado das amplificações dos oito primers transferíveis para 
as espécies silvestres de Passifloraceae.

Figura 1. Amplificação de sete loci microssatélites desenvolvidos para P. edulis (PE01, PE07, PE08, PE11, PE13, PE41, PE54) e um para P. alata (A07FP1), 
em quatro espécies silvestres de Passiflora. (P.c = P. cincinnata; P.q = P. quadrangularis; P.m = P. mucronata; P.n = P. nitida; M = Marcador de 50 pb)
Figure 1. Amplification of seven microsatellite loci developed for P. edulis (PE01, PE07, PE08, PE11, PE13, PE41, PE54) and one for P. alata 
(A07FP1) in four wild Passiflora species. (P.c = P. cincinnata; P.q = P. quadrangularis; P.m = P. mucronata; P.n = P. nitida; M = 50 bp marker)

A taxa de transferibilidade variou de 14,28 a 33,33%, estudos 
anteriores relataram essa variação na taxa de transferibilidade 
de primers SSR em Passifloraceae (Oliveira et al., 2013; Paiva 
et al., 2014b; Pereira et al., 2015; Araya et al., 2017).

Análises de transferibilidade de primers SSR projetados para 
espécies comerciais vem sendo estudadas em espécies silvestres 
de maracujazeiro, Paiva et al. (2014b) testou a amplificação 
cruzada em dez espécies de Passiflora, incluindo comerciais 
e silvestres, obtendo uma taxa de transferência mais alta do 
que neste estudo, entretanto variável (12,5 a 100%), esta alta 
porcentagem pode estar relacionada com a presença da espécie 
P. edulis entre as espécies analisadas, e, assim como no presente 
trabalho, o primer PE13 foi altamente transferível para todas 
as espécies. Há também outros estudos que abordam a taxa de 
transferibilidade de pares de primers SSR desenvolvidos para 
P. edulis e P. alata (Oliveira et al., 2013; Silva et al., 2014) 
em espécies silvestres de Passiflora (P. cacao, P. caerulea, P. 

cincinnata, P. foetida, P. gibertii, P. glandulosa, P. ligularis, P. 
maliformis, P. mucronata, P. rubra, P. setacea e P. suberosa), com 
resultados que variaram (0 à 100%), destacando o primer PE13 
se mostrando altamente transferível para as espécies silvestres.

Alguns autores identificam que o sucesso da amplificação 
cruzada em espécies do mesmo táxon está relacionada com a 
preservação das sequências do DNA nas regiões limítrofes dos 
microssatélites (Pereira et al., 2015), desta forma pode-se inferir 
que esta preservação está relacionada com a relação evolutiva 
entre as espécies, para qual o marcador molecular é projetado 
e com a espécie silvestre na qual será aplicado o marcador. 
Os pares de primers testados neste estudo foram capazes de 
acessar regiões no DNA das espécies silvestres, assim permite-
se concluir que essas espécies possuem áreas preservadas no 
seu genoma semelhantes ao de P. edulis e P. alata.

Quanto aos treze pares de primers que não foram capazes de 
amplificar em nenhuma das quatro espécies silvestres estudadas, 
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podem estar relacionados com a falta de conservação nos sítios 
de anelamento, ocasionando o impedimento da amplificação 
dos loci microssatélites, tornando-os nulos (Silva et al., 2014).

A transferibilidade de marcadores SSR também tem sido 
investigada e realizada com sucesso em outras espécies, tais 
como de Coco (Cocos nucifera) para Butiá (Butia odorata), 
Pupunha (Bactris gasipaes) e Tucumã (Astrocaryum aculeatum) 
para Tucumã-do-Pará (Astrocaryum vulgare Mart.), e Morango 
(Fragaria x ananassa Duch.) para Morango Chileno (Fragaria 
chiloensis L.), mostrando que a transferência pode estar 
relacionada com a distância filogenética das espécies, e, quanto 
mais próximas geneticamente ou do mesmo gênero, maiores 
os valores de transferibilidade (Mistura et al., 2012; Fortes et 
al., 2016; Oñate et al., 2018).

Estudos como este que avaliam a transferibilidade de primers 
microssatélites em Passifloracea tornam-se extremamente 
úteis, pois são ferramentas que antecedem estudos na área da 
genética vegetal, possibilitando medir os efeitos evolutivos e 
de seleção natural das espécies, e realizar análises filogenéticas, 
construções de mapas gênicos, análise de diversidade genética, 
e estudos de preservação da população durante programas de 
melhoramento genético (Gonçalves-Vidigal & Rubiano, 2011; 
Pereira et al., 2015). Além de serem capazes de acompanhar 
relações intra e interespécies (Araya et al., 2017), e serem 
utilizados na confirmação de paternidade de híbridos (Belo 
et al., 2018), otimizando assim os estudos de caracterização 
molecular das espécies silvestres de maracujazeiro, uma vez 
que através da análise de transferibilidade é possível otimizar 
os custos onerosos e longos períodos de desenvolvimento de 
novos marcadores SSR.

4 Conclusão
Os loci microssatélites projetados para P. edulis e P. alata, 

PE01, PE07, PE08, PE11, PE13, PE41, PE54 e A07FP1, 
mostraram-se transferíveis para ao menos uma das espécies 
P. cincinnata, P. quadrangularis, P. mucronata e P. nitida.

Os marcadores PE13 e PE54 podem ser indicados para estudos 
de caracterização molecular por serem os únicos capazes de 
amplificar todas as espécies de maracujá silvestre estudadas.
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