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RESUMO 

Passiflora cristalina é uma espécie nativa da Amazônia Meridional com ocorrência natural no 

Município de Alta Floresta, MT. A espécie por ter sido recentemente descrita apresenta poucos 

estudos, sendo uma espécie de grande potencial para estudos de conservação e melhoramento 

genético. O presente estudo objetivou avaliar a diversidade genética de populações nativas de P. 

cristalina por meio de marcador molecular SSR. Para o estudo foram selecionadas duas populações 

denominadas: ECE (estrada central) e EPA (Estrada Porto de areia) e amostrados um total de 50 

indivíduos, sendo 25 provenientes de cada população, dos quais foram coletadas folhas para extração 

de DNA genômico.  As amplificações foram realizadas via PCR com o emprego de 8 primers SSR. O 

número de alelos por loco variou de 3 a 10, com média de 5,62, e um total de 45 alelos para os 8 locos 

avaliados. A heterozigozidade esperada apresentou média de 0,71, enquanto que o número de alelos 

efetivos apresentou uma média de 4,05. O GST variou de 0,26 a 1,78, com uma média de 0,83, 

refletindo um nível de diferenciação entre as populações de P. cristalina e o fluxo gênico (Nm) 

apresentou uma média de 1,16. A AMOVA revelou que a maior parte da variabilidade encontra-se 

dentro das populações (65%) do que entre as populações (35%). O dendrograma gerado pelo método 

UPGMA possibilitou a formação de dois grupos distintos, assim como no agrupamento do “Structure”, 

demonstrando que os indivíduos ficaram alocados em suas respectivas populações. Devido aos 

elevados níveis de diversidade detectados no presente estudo nas duas populações confirmadas pela 

diversidade genética é de grande importância que sejam realizadas estratégias que visem a 

caracterização, conservação e prospecção desse material. 

 

Palavras-Chave: Maracujá, Variabilidade Genética, Marcador molecular (SSR). 

 

ABSTRACT 

Passiflora cristalina Vanderpl. & Zappi is a native species of the Meridional Amazon with naturally 

occurring in the municipality of Alta Floresta, MT. The species has few studies for having been 

recently described, with a sort of great potential for conservation and breeding studies. This study 

aimed to evaluate the genetic diversity of native populations of P. cristalina through SSR molecular 

marker. For the study we selected two populations denominated: ECE (central road) and EPA (road 

sand port) and sampled a total of 50 individuals, 25 from each population, of which leaves were 

collected for genomic DNA extraction. The amplifications were performed by PCR with the use of 8 

SSR primers. The number of alleles per locus ranged from 3 to 10, with an average of 5,62, and a total 

of 45 alleles for the 8 loci evaluated. The expected heterozygosity presented an average of 0,71, while 

the number of effective alleles reported an average of 4,05. The GST ranged from 0,07 to 0,53, with 

an average of 0,25, reflecting a level of differentiation between the populations of P. cristalina and 

gene flow (Nm) reported an average of 1,16. The AMOVA revealed that most of the variability is 

within populations (65%) than among populations (35%). The dendrogram generated by UPGMA 

method allowed the formation of two distinct groups, as well as in the group of "Structure", showing 



Brazilian Journal of Development 
 

     Braz. J. of  Develop., Curitiba, v. 6, n. 11, p.87328-87341, nov. 2020.               ISSN 2525-8761 

 
 

87330  

that individuals were allocated to their respective populations. Due to high levels of diversity found 

in this study in both groups confirmed genetic diversity is of great importance that strategies are carried 

out aimed at the characterization, conservation and exploration of this material. 

 

keywords: Passion fruit, Genetic variability, Molecular markers (SSR). 

 

 

1 INTRODUÇÃO 

O gênero Passiflora é o mais importante da Família Passifloraceae, por possuir espécies que 

têm valor econômico e por conter maior número de espécies (Milward-de-Azevedo e Baumgratz, 

2004). Cerca de 530 espécies pertencem a este gênero. Destas, aproximadamente 150 são originárias 

do Brasil, o que o torna um dos maiores centros de diversidade genética (Cervi, 2006) com uma ampla 

variabilidade intra e interespecífica (Manica, 1981).  

Entretanto, as modificações causadas pela ação antrópica tem promovido a destruição do seu 

ambiente natural, tornando o processo de fragmentação de ecossistemas cada vez mais acentuada, 

afetando assim, de forma negativa a biodiversidade existente.  

Ambientes fragmentados comportam um menor número de espécies, mantendo, por sua vez, 

menor diversidade genética (Zuidema et al., 1996), o que pode ocasionar o aumento dos níveis de 

endogamia nas populações e modificações nas interações bióticas como a polinização, dispersão de 

sementes, predação e na herbivoria (Castellen et al., 2005).  

Bellon et al. (2007), relatam que espécies silvestres são alternativas para ampliação da base 

genética de resistência a diversas doenças, que podem ser combinadas com características de 

produtividade e qualidade de frutos de espécies cultivadas.  

P. cristalina é uma espécie nativa da Amazônia Meridional, recentemente descrita por 

Vanderplank e Zappi (2011). Esta espécie apresenta potencial ornamental, devido à beleza de suas 

flores, os frutos são utilizados como fonte de alimento por muitas espécies de animais silvestres, tais 

como pássaros, macacos e alguns roedores. Podendo ainda, ser fontes de propriedades farmacológicas, 

fonte de genes de resistência para algumas espécies cultivadas, além de suas propriedades nutricionais 

para o consumo in natura. Sendo assim são de extrema importância que sejam realizados estudos em 

populações naturais da espécie em estudo visando sua caracterização e consequentemente sua 

utilização e inclusão em programas de melhoramento.  

Os marcadores moleculares são ferramentas úteis para a caracterização das espécies, pois essa 

caracterização pode ser realizada em uma maior velocidade, qualidade e em larga escala (Santos et 

al., 2020). Além de permitir estimar a alteração na frequência alélica, a perda ou fixação de alelos e a 

diversidade genética das populações.  

Dentre os marcadores disponíveis, os microssatélite ou SSR (Simple Sequence Repeat) são 

amplamente utilizados em estudos genéticos e de conservação genética (Santos et al., 2010). Esta 
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ampla aplicação deve-se ao fato de que os SSR são codominantes e multialélicos, altamente 

reprodutíveis, têm ampla resolução e são baseados na reação em cadeia da DNA polimerase (PCR) 

(Oliveira et al., 2006). 

 Neste contexto, este trabalho tem como objetivo avaliar a diversidade genética de duas 

populações de P. cristalina que ocorrem naturalmente no Município de Alta Floresta – MT, por meio 

de marcador molecular SSR, com o intuito de verificar se o perímetro urbano de Alta floresta constitui 

uma barreira para o fluxo gênico entre as duas populações da espécie. 

 

2 MATERIAL E MÉTODOS 

Área de estudo 

O presente estudo foi realizado em duas áreas na Amazônia meridional, localizadas no 

Município de Alta Floresta, região norte do estado de Mato Grosso (Figura 1). As áreas foram 

selecionadas com base na ocorrência natural de populações de Passiflora cristalina. Em cada 

população foram amostrados 25 indivíduos, os quais foram georreferenciados através das coordenadas 

UTM com GPS. 

A primeira população está localizada na Estrada Porto de areia, na Zona Rural do Município 

de Alta Floresta e foi denominada população (EPA). Os indivíduos desta população estão 

predominantemente localizados nas bordas dos fragmentos florestais, alguns genótipos encontram-se 

isolados em pequenos e esparsos fragmentos devido ao processo de antropização desta região, 

principalmente para a criação de pastagens.  

A segunda população foi denominada Estrada central (ECE), também é uma área localizada 

na Zona rural de Alta Floresta, e apresenta uma maior quantidade de vegetação se comparado à 

população anterior. As amostras em sua grande maioria foram coletados indivíduos nas bordas dos 

fragmentos florestais.  
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FIGURA 1: Mapa da área de estudo. Com destaque para o município de Alta Floresta, MT e a localização das duas áreas 

de estudo. Estrada Porto de areia (EPA) e Estrada central (ECE). 

 

 

Material vegetal 

Para a análise da diversidade genética foram coletados 50 genótipos, sendo 25 provenientes de 

cada uma das populações em estudo.  A amostragem foi realizada de maneira aleatória, com o maior 

espaçamento possível entre indivíduos.  

De cada genótipo foi coletado folhas jovens, expandidas e sadias, para extração de DNA. O 

material coletado foi devidamente identificado e acondicionado ainda em campo em recipientes 
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contendo sílica gel. Posteriormente, as folhas foram armazenadas em freezer a -20ºC no Laboratório 

de Genética Vegetal e Biologia Molecular da Universidade do Estado de Mato Grosso (UNEMAT), 

Campus Universitário de Alta Floresta – MT, para posterior extração de DNA. 

 

Extração e quantificação de DNA 

O DNA genômico total foi extraído de aproximadamente 100 mg de folhas, usando o método 

de CTAB descrito por Doyle e Doyle (1990), com modificações adequadas para a espécie em estudo, 

como o aumento da concentração de polivinilpirrolidona (PVP) de 1% para 2%, aumento do -

mercaptoetanol de 0,2% para 3% no tampão de extração, além da redução do tempo de incubação. A 

confirmação da qualidade e quantidade do DNA extraído foi realizada por meio da eletroforese em 

gel de agarose 1%. O DNA extraído foi comparado com DNA padrão (lambda) com amplitude de 

variação de 10, 20, 50 e 100 ng/μL. O DNA quantificado foi diluído para a obtenção das soluções de 

trabalho a 3ng/μL.  

 

Amplificação via de PCR   

Foi testado a transferibilidadede vinte e um pares de primers microssatélites (SSR) 

desenvolvidos para P. edulis (Oliveira, 2006) e para P. alata (Pádua et al., 2005). A amplificação inicial 

foi realizada em 04 indivíduos de P. cristalina visando à seleção dos iniciadores.  As reações de 

amplificação foram conduzidas em termociclador MJ 96 (Biocycler®) com um volume final de 13 μL, 

sendo 0,5 μL de DNA; 1,5 μL de tampão 10x (1M KCL; 1M Tris PH 8.3; 10% Tween 20), 3,38μL de 

H2O; 0,5 μL de MgCl
2 

(50 mM); 2 μL de cada primer (0,2 mM); 3 μL dNTP (0,1 mM de cada dNTP) 

e 0,12 μL de Taq polimerase (5U/μl). 

O programa de amplificação utilizado foi proposto por Oliveira (2006) com um ciclo inicial 

de desnaturação de 94 °C por 5 minutos, seguido de 30 ciclos de 94 ºC por 40 segundos, 55 ºC por 40 

segundos e 72 °C por 1 minuto e uma extensão final de 72º C por 5 minutos. Entretanto para os 

iniciadores PE75 e PE41 foi utilizado o programa de amplificação estabelecido por Paiva (2013), uma 

vez que produziu melhores resultados, com um ciclo inicial de desnaturação de 94 °C por 4 minutos, 

seguido por 35 ciclos de 94 °C por 1 minuto, 55ºC por 1 minuto e 72 ºC por 3 minutos e uma extensão 

final 72 ºC por 7 minutos. Foram realizados vários Testes para adequar à temperatura de cada primer, 

entretanto, à temperatura que apresentou os melhores resultados para os primers foi à de 55°C, sendo 

padronizada para todas as reações. 

Os produtos de amplificação foram separados por eletroforese em gel de agarose 3% em 

tampão de corrida TBE 1X, em voltagem aproximada de 90V por cerca de quatro horas. A coloração 

do gel foi realizada com brometo de etídeo (0,6 ng/mL). Para comparação dos tamanhos dos 

fragmentos amplificados foi utilizado o DNA Ladder de 100 pb (InvitrogenTM). Em seguida o gel foi 
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fotografado com auxílio de uma câmera digital (Sony®) quando irradiado por luz ultravioleta pelo 

Transiluminador UVB LTB-21x26 (loccus biotecnologia®). 

 

Análise dos dados  

Os fragmentos de SSR obtidos dos produtos de amplificação foram analisados no programa 

GelQuantPro® (DNR, 2006)  para a construção de uma matriz com base no tamanho das bandas (pb) 

encontradas nos géis. Os dados da matriz foram analisados pelo programa GenAlEx 6.5® (Peakall e 

Smouse 2006, 2012) para a obtenção da análise das coordenadas principais (PCoA) e da análise 

variância molecular (AMOVA), que foi utilizado para inferir sobre a estrutura genética das populações 

por meio da decomposição total nos componentes entre e dentro das populações. Através do programa 

GenAlEx foi realizada também a análise descritiva geral, onde foi inferido a diversidade genética, 

heterozigosidade esperada, múmero de alelos e número de alelos efetivos. 

O programa Power Marker V.3.25 (Liu e Mouse, 2005), foi aplicado para a determinação da 

matriz dos valores de distância genética de Nei (1983) entre os indivíduos,  foram geradas pelo 

programa Power Marker V.3.25 e posteriormente importada para o programa MEGA 6.5 (Kumar et 

al. 2004) para a construção do dendrograma através do método UPGMA. 

O programa “Structure” (Pritchardet al.,2000), baseado em estatística bayesiana foi utilizado  

para inferir o número de grupos (k). Foram realizadas 20 corridas para cada valor de K, 200.000 “burn-

ins” e 500.000 simulações de Monte Carlo de Cadeias de Markov (MCMC). Para definição do K mais 

provável em relação aos propostos foram utilizados os critérios de Pritchard e Wen (2004) e também 

o critério de Evano et al. (2005), sendo os resultados enviados para o site Structure Harvester (Earl, 

2012). 

 

3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Dos vinte e um primers testados, oito mostraram-se efetivos na amplificação do genoma de P. 

cristalina, desta forma foram utilizados na análise da diversidade genética de P.cristalina (Tabela 1). 

 
TABELA 1: Primers SSR utilizados para a amplificação dos indivíduos P. cristalina amostrados nas duas populações. TA: 

Temperatura de anelamento. 

Loco Motivo TA (°C) Tamanho esperado (pb) 

AF08P1 (TG)9 58 105 

PE11 (GT)11 58 178 

PE37 (TG)8 60 232 

PE38 (TG)8 58 215 

PE41 (TTAA)5 60 220 

PE66 (AC)9 60 165 

PE74 (ATCACA)5 58 215 

PE75 (TG)17 60 178 
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O número de alelos por loco variou de 3 (A08FP1) a 10 (PE75), com média de 5,62, obtendo-

se um total de 45 alelos para os 8 locos avaliados (Tabela 2). Variação alélica semelhante foi 

encontrada por Cazé et al., (2012), ao caracterizarem locos de SSR desenvolvidos para P. contracta e 

por Cerqueira-Silva et al. (2012)  ao trabalhar com P. edulis, onde foi observou-se que número de 

alelos por loco variou de 2 a 9, com média igual a 5, para as ambas as espécies. O número efetivo de 

alelos (Ne) variou de 2,14 (PE74) a 5,94 (PE66) apresentando uma média de 4,05. Castro (2008) ao 

trabalhar com acessos de Passiflora obteve valores relativamente superiores aos observado neste 

estudo, onde o número efetivo de alelos foi de 7,38 para P. edulis; 6,30 para P. cincinnata; 10,00 para 

P. alata e 6,92 na espécie P. setacea. 

 
TABELA 2: Locus, número de alelos (Na), número de alelos efetivos por locus (Ne) e diversidade genética (He) 

Locus Na Ne He 

AF08P1 3 2,790 0,642 

11 3 2,989 0,665 

37 8 3,969 0,748 

38 4 3,179 0,685 

41 5 4,392 0,772 

66 9 5,944 0,832 

74 3 2,148 0,534 

75 10 7,003 0,857 

Total 45 - - 

Média  5,62 4,05 0,71 

    
 

A heterozigozidade esperada ou diversidade gênica apresentou uma média de 0,71, com um 

mínimo de 0,53 no loco PE74 e um índice máximo de 0,85 para o loco PE75.  Na literatura, vários 

trabalhos de diversidade genética são descritos para espécies de Passiflora como os observados por 

Paiva (2013) ao trabalhar com 56 acessos de espécies do gênero Passiflora, onde obteve uma 

heterozigozidade esperada com uma média de 0,57, que variou de 0,33 (PE37) a 0,69 (PE08). 

Enquanto, que Oliveira (2005) ao trabalhar com P. Edulis obteve He= 0,54 e Cerqueira- silva (2012) 

com P. Cincinnata He= 0,51, Já Reis et al. (2011), ao estudar populações de dois ciclos de seleção 

recorrente de P.edulis, obteve He=0,20. 

A Análise de Variância Molecular (AMOVA) revelou que a maior variabilidade genética 

encontra-se distribuída dentro (65%) do que entre as populações com (35%).  Loss, (2006) ao estudar 

Passiflora alata Curtis observou que a maior parte do total de variação genética foi expressa entre os 

indivíduos dentro das populações (57,44%), enquanto que o restante (42,56%) foi entre as populações. 

A alta variabilidade dentro da população pode ser influenciada pelo modo de reprodução, sistema de 

cruzamento, tamanho da população, distribuição geográfica e fluxo gênico (Hamrick, 1982). 
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O Dendrograma gerado com todos os indivíduos analisados a partir da distância de NEI pelo 

método UPGMA (Figura 2), possibilitou a formação de dois grupos, sendo os individuos alocados em 

suas respectivas populações. Revelando que existe uma maior  similaridade genética entre os 

genótipos de cada população. 

 
Figura 2: Dendrograma gerado a partir da distancia de NEI pelo método UPGMA dos indivíduos de P. cristalina das duas 

populações amostradas. 

 

 

O grupo I foi formado pelos individuos da população EPA (genótipos de 1-25). Neste 

agrupamento pode ser detectado a formação de três subgrupos, sendo o subgrupo IA constituído pelos 

individuos 1,2,3,4,5; o subgrupo IIA pelos individuos 6,7 e o subgrupo IIIA 

8,9,10,11,12,13,14,15,16,17,18,19 e 20. Os individuos mais similares geneticamente na população 

EPA são os 17 e 18 e os dissmilares 12,16 e o 10. 

O grupo II foi formado pelos indivíduos da população da ECE (genótipos do 26-50). Neste 

agrupamento pode ser detectado a formação de quatro subgrupos, sendo o subgrupo IB 26,27, 28, 29 
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e 48; o subrgrupo IIB 39, 40; IIIB 31,32,33,34,35 e o IVB 30, 36,37, 38,42,43,44,45,46, 47, 49 e 50. 

Nesta população, os resultados revelaram quatro pares de indivíduos similares geneticamente (32-31; 

33-35; 41-37 e o 44-45) e mais dissimilar, indivíduo 47. 

De acordo com o agrupamento apresentado na Figura 2, a maioria dos genótipos apresentam 

dissimilaridade genética, sendo recomendados para futuros programas de melhoramento e de 

conservação genética da espécie. Pois segundo Wagner Júnior, (2011), o uso de medidas da 

divergência genética, obtidas antes que qualquer cruzamento seja realizado, poderá auxiliar o 

melhorista a concentrar seus esforços nas combinações mais promissoras, aumentando a eficiência 

dos programas de melhoramento. 

A diversidade genética de P. cristalina também foi avaliada por meio da análise de 

coordenadas principais (PCoA). As coordenadas principais explicaram 69,41% da variação total entre 

as amostras, sendo que o primeiro componente revelou cerca de 37,59 da variação entre as amostras, 

o segundo componente explicou 18,83% e o terceiro 12,99 % (Figura 3). 

 
Figura 3: Dispersão gráfica a partir da análise das coordenadas principais (PCoA) dos 50 indivíduos de Passiflora 

cristalina provenientes das duas populações amostradas em Alta Floresta, MT. 

 

 

Neste estudo, como as populações encontram-se na Zona rural do Municipio de Alta Floresta, 

a cidade pode estar atuando como uma barreira geográfica, fator que pode interromper o fluxo gênico, 

pois as chances das sementes e polens serem dispersos e alcançar outras populações são menores. 

Segundo Lutz et al. (2000) as populações podem ser separadas por alguma barreira ou mesmo isoladas 

pela distância entre elas, favorecendo assim o nível de endocruzamentos e a fixação de alelos 

deletérios nestas populações.  

O Programa “Structure” foi utilizado para representação dos grupos. Segundo Pritchard & Wen 

(2004) número de grupos formados pode ser pré-determinado, mas são os dados que definem o K 

(número de grupos), cujo valor mais confiável é estimado pelo menor número com valor negativo de 
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Ln e pelo menor desvio padrão encontrado durante a análise estatística. 

Através do Structure constatou que o melhor k encontrado foi para a representação de dois 

grupos (k=2), (Figura 4). Sendo o grupo I formado pelos genótipos do 1 ao 25 e o grupo II pelos 

genótipos do 26 ao 50.  

 
Figura 4: Representação da distribuição dos 50 indivíduos de Passiflora cristalina em grupos segundo dados moleculares 

de 8primers SSR, utilizando o programa “Structure”. Os indivíduos estão representados por barras verticais com 

colorações de acordo com o grupo ao qual pertencem (dois grupos, K=2). 

 

 

Os dados obtidos através da análise de Coordenadas principais, dendograma corroboram com 

os dados apresentados no Structure, demostrando que os individuos ficaram alocadas em suas 

populações de acordo com o relacionamento genético e a proximidade geográfica. 

 

4 CONCLUSÕES 

Os marcadores microssatélites utilizados neste estudo revelaram uma alta diversidade gênica 

nos indivíduos das populações de P. cristalina, porém uma baixa heterozigosidade foi observada, ou 

seja, há um grande número de alelos diferentes na população, porém os indivíduos apresentam-se em 

homozigose para os locos estudados.  

P. cristalina apresentou uma maior variabilidade genética a nível intrapopulacional do que 

interpopulacional, o que pode estar correlacionado com o sistema de reprodução da população ou com 

a distribuição geográfica dessas populações, podendo então, o perímetro urbano de Alta Floresta estar 

atuando como uma barreira geográfica, interrompendo o fluxo gênico, pois as chances das sementes 

e polens serem dispersos e alcançar outras populações são menores. 

A conservação populações naturais de P. cristalina são importantes para subsidiar futuros 

programas de melhoramento genético e conservação dos recursos genéticos, por possuírem uma 

grande variação de alelos.   
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