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RETROCRUZAMENTOS VISANDO A OBTENCAO DE RESISTENCIA DO
MARACUJAZEIRO-AZEDO A VIROSE DO ENDURECIMENTO DOS FRUTOS,
AUXILIADOS POR MARCADORES MOLECULARES

Resumo Geral — O Brasil tem se destacado na produg¢do de maracujd, entretanto, a
produtividade média estd muito abaixo do potencial da cultura. Um dos motivos da baixa
produtividade sdo os problemas fitossanitarios, que comprometem a produgdo e qualidade
dos frutos. Para contornar estes problemas, programas de melhoramento genético t€ém sido
realizados por meio de cruzamentos intra e interespecificos entre gendtipos comerciais e
gendtipos selvagens que, em geral, apresentam resisténcia a doencas. Objetivou-se, neste
trabalho, obter, avaliar e caracterizar plantas da quarta e quinta geracdo de
retrocruzamentos (RC4 e RCS5, respectivamente) originadas do cruzamento base
interespecifico das espécies P. edulis e P. setacea, quanto a virose do endurecimento dos
frutos e quanto a recuperacdo do genoma recorrente com base em marcadores Randon
Amplified Polymorphic DNA (RAPD). O trabalho foi realizado na Embrapa Cerrados. Em
condicdes de campo, coletou-se aleatoriamente, dez folhas de cada planta RC4 e RC5 e
também de trés plantas de cada genitor (P. setacea e P. edulis) em épocas diferentes, para
avaliac@o da severidade da virose. De acordo com uma escala visual de notas, classificou-
as em resistentes, medianamente susceptiveis, susceptiveis e altamente susceptiveis. Foi
realizada uma inocula¢do mecanica em condi¢gdes controladas e avaliou-se a manifestacio
de sintomas dessa doenca em 60 plantas RC5 e seus genitores. Verificou-se a resisténcia
das plantas P. setacea e a susceptibilidade das plantas RC e da espécie P. edulis. Para a
caracterizacdo de plantas RC4 e RC5 e da recuperacdo do genoma recorrente com base em
marcadores RAPD, selecionou-se 17 plantas RC4 e 16 plantas RC5 com base na
resisténcia a virose (avaliado como supramencionado). Utilizou-se também folhas de trés
plantas P. setacea e P. edulis. Amostras de DNA de cada material genético foram
amplificadas para obtencdo de marcadores RAPD. A maior distincia genética foi
observada entre os dois genitores (P. edulis e P. setacea), verificando-se uma grande
porcentagem de polimorfismos. As plantas RCS5 apresentaram maior recupera¢do do
genitor recorrente € maior distdncia genética do genitor resistente quando comparadas com
as plantas RC4. Entre as plantas RC4 e RCS5, foram selecionadas aquelas com maior
resisténcia a virose e mais proximas geneticamente do genitor recorrente para fornecer
pélen para as sucessivas geracdes, diminuindo, dessa forma, o tempo gasto para a
recuperacdo do genoma recorrente.

Palavras-chave: Passiflora edulis f. flavicarpa, P.setacea, virus do endurecimento dos
frutos, genoma recorrente.

Xii



BACKCROSSING AIMING THE RESISTANCE OF SOUR PASSION FRUIT TO
WOODINESS PASSION FRUIT VIRUSIS RESISTANCE ASSISTED BY
MOLECULAR MARKERS

Overall Abstract - Brazil is an expoent in passion fruit production, however, the average
productivity is quite below its potential. Among the reasons for low productivity are
the phytosanitary problems, that compromise the production and the quality of the fruit.
Breeding programs that use intra and interspecific crossings have been conducted to
overcome these problems. The objective of the present work is to obtain, evaluate and
characterize plants of the fourth and fifth backcrossing generation (RC4 and RCS,
respectively) originated from the base interspecific crossing between species Passiflora
setacea and P. edulis) regarding the woodiness virus disease and the recovery of recurrent
genome based on Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) markers. The experiment
was carried out at Embrapa Cerrados. Ten leaves per RC4 and RCS5 plant and three plants
per genitor (P. setacea and P. edulis) were randomly collected, at different time points, for
evaluation of virus symptons. They were classified into highly resistant, resistant,
susceptible and highly susceptible, according to a visual scale of grades. Artificial
inoculation was held under controlled conditions and the incidence of this disease in 60
plants RC5 and their genitors was evaluated. The resistance of P.setacea and the
susceptibility of RC plants and P.edulis species were verified. To characterize RC4 and
RCS5 plants and the recover of the recurrent genome based on RAPD markers, 17 RC4
plants and 16 RCS5 plants were collected, based on virusis resistance (evaluation as before
mentioned). Leaves of three P. setacea and P. edulis plants were also used. DNA samples
of each genetic material was amplified to obtain RAPD markers. The greatest genetic
distance was observed between the two genitors (P. edulis and P. setacea), with a large
percentage of polymorphisms. RC5 plants showed greater recovery of the recurrent genitor
and greater genetic distance to the resistant genitor when compared with RC4 plants.
Among RC4 and RCS5 plants were selected those with greater resistance to virusis and
genetically closer to the recurrent genitor to provide pollen for successive generations, in
order to decrease the time spent on the recurrent genome recovery.

Keywords: Passiflora edulis f. flavicarpa, P. setacea, wood, recurrent genome.
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INTRODUCAO GERAL

Maracujé € uma palavra de origem tupi, que significa “alimento em forma de cuia”.
O maracujazeiro € originario da América Tropical e apresenta grande variabilidade inter e
intra-especifica, porém os cultivos comerciais sdo principalmente da espécie Passiflora
edulis f. flavicarpa, conhecida como maracuja-amarelo ou azedo (Meletti & Maia, 1999).

O maracujd, conhecido também por flor-da-paixdo como referéncia da sua flor com
a paixdo de Jesus Cristo (Vanderplank, 1996), pertence a Ordem Passiflorales, Tribo
Passiflorae e familia Passifloraceae (Cunha et al., 2004). A quantidade de espécies dessa
familia ainda € muito discutida. Segundo Cunha et al. (2002), hd uma estimativa de que o
género Passiflora seja composto de 465 espécies, das quais de 150 a 200 sdo originarias do
Brasil e podem ser utilizadas como alimento, remédio e ornamento. Cerca de 70 espécies
produzem frutos comestiveis.

No Brasil, as espécies com maior expressdo comercial sdo a Passiflora edulis f.
flavicarpa (maracuja-amarelo ou azedo), a Passiflora edulis (maracuja-roxo) e a Passiflora
alata (maracuji-doce). O maracujd-azedo é o mais conhecido, cultivado e comercializado
devido a qualidade de seus frutos e ao seu maior rendimento industrial. O maracuja-roxo é
muito apreciado na Austrilia e na Africa do Sul, sendo usado para fazer suco ou
consumido como fruta fresca. O maracuji-doce tem sua produgdo e comercializacio
limitada pela falta de habito de consumo e pelo desconhecimento pela maioria da
populacdo. Ao contrario do maracuja-azedo, o maracuji-doce é consumido exclusivamente
como fruta fresca (Souza & Melleti, 1997; Faleiro et al., 2005).

Seu uso comercial é definido ndo apenas pelos seus frutos para fabricagdo de
bebidas e sucos, mas também apresentam potencial de explorag¢do da diversidade genética
em relagdo ao comportamento quanto a resisténcia, tolerdncia ou suscetibilidade as pragas,
doencas e nematdides (exploragdo como porta-enxerto), além do potencial uso como
ornamental e no atendimento as industrias de fitoterdpicos (Vasconcellos et al., 2005).

A utilizacdo do maracujd como planta medicinal faz parte da cultura de povos
americanos, europeus e asidticos. Espécies comerciais e silvestres integram o repertorio
etnofarmacoldgico que recomenda folhas, flores, raizes e frutos para combater as mais

diferentes enfermidades, do controle de verminoses ao tratamento de tumores gastricos.



Contudo, a fama do maracuja vem da a¢@o benéfica sobre o sistema nervoso, sendo
indicado, principalmente, no combate a ansiedade, a depressdo e a insdnia (Matos, 2002;
Dhawan et al., 2004; Costa & Tupinamb4, 2005).

As variedades comerciais de maracujd sdo ricas em alcaldides, flavondides e
carotendides, minerais e vitaminas A e C, substancias responsaveis pelo efeito funcional
em varios alimentos (Casimir et al., 1981; Suntornsuk et al., 2002; Dhawan et al., 2004;
Costa & Tupinamba, 2005).

Na Europa e nos Estados Unidos, é comum a destinagdo de maracujazeiro para
ornamentacio, como por exemplo, a Passiflora caerulea (Braga et al., 2006). No Brasil,
hibridos com elevado potencial ornamental, obtidos a partir do cruzamento entre a P.
coccinea X P. setacea, foram langados em 2007 pela Embrapa Cerrados. As belas flores do
maracujazeiro conferem o valor ornamental, que exercem atracio pelo seu tamanho, pela
exuberancia das cores e singularidade das formas. Muitas espécies de Passiflora que nao
produzem frutos comestiveis chamam aten¢do pelo efeito decorativo e podem ser
utilizadas em cercas vivas, caramanchdes e alambrados (Faleiro et al., 2005; Peixoto,
2005).

A produgdo mundial de maracuja € de 640 mil toneladas e a brasileira préxima de
75% deste valor. Apesar dessa produgdo, o volume de fruta fresca e suco exportado pelo
Brasil é pequeno quando comparado com outras frutas. Além do Brasil, o maracuji é
amplamente produzido no Equador, Coldmbia, Peru, Africa do Sul e Australia. A Africa
do Sul e Australia produzem, principalmente, o maracuja roxo (P. edulis Simmonds) que é
consumido in natura. Atualmente, o Equador é o maior exportador de suco concentrado
(50° Brix), exportando, em 2006, em torno de 170 mil toneladas (ITI Tropicals, 2007).

O Brasil, que € o maior produtor e o maior consumidor mundial da fruta, ainda nio
produz excedentes exportdveis significativos, sendo inclusive eventual importador de
paises sul americanos (Pires & Mata, 2004). O maracuja produzido no Brasil tem sido
exportado para paises europeus e latino americanos, embora de forma incipiente. Na
tentativa de mudar esse cendrio, em 2005, o Ministério da Agricultura, Pecudria e
Abastecimento estabeleceu e aprovou a Instrugdo Normativa N° 3 sobre as Normas
Técnicas especificas para a Produgdo Integrada de Maracuja (PIF-Marcujd) com o objetivo
principal de elevar os padrdes de qualidade e de competitividade da fruticultura brasileira
ao patamar de exceléncia requerido pelo mercado internacional, em bases voltadas para o
sistema integrado de producdo, sustentabilidade do processo, expansdo da producdo, do

emprego e da renda (Andrigueto et al., 2005).



Segundo Lima (2001), o agronegécio do maracujd no Brasil gera R$ 500 milhdes
por ano, emprega 250.000 pessoas e pode gerar de 5 a 6 empregos diretos e indiretos por
hectare durante 2 anos, com apenas R$ 12.000,00 de investimentos, fazendo com que tal
cultura seja uma excelente alternativa para a agricultura familiar. A alta demanda de mao-
de-obra vem da colheita processada manualmente e sua periodicidade semanal, além disso,
h4 também geracdo de emprego na industria e nos setores de comercializacdo, pois 0 suco
de maracuja € o terceiro mais produzido no Brasil (Aguiar & Santos, 2001).

A producdo de maracujia vem ganhando grande importincia econdmica no Brasil,
principalmente nas dltimas trés décadas. Antigamente, ocorriam, com freqii€ncia, ciclos de
retracdo e expansdo da drea cultivada devido a falta de demanda dessa fruta (Rizzi et al.,
1998) e o Pais nem mesmo constava entre os principais produtores (Ruggiero et al., 1996).

A melhoria do desempenho da cadeia produtiva de maracuja deverd passar pela
ampliacdo e conquista de novos mercados, pela melhoria da produtividade e da qualidade
dos produtos e pela redug@o do custo de produgdo (Aguiar & Santos, 2001).

Nos ultimos anos, o Brasil lidera a produ¢do mundial dessa fruta que comegou a
crescer a partir de 1986, com a ampliacdo significativa na drea cultivada e na producio,
acompanhada pelo consumo devido ao estimulo no mercado do produto industrializado
provocado pelas industrias extratoras de suco (Meletti & Maia, 1999).

A década de 90 foi marcada pela valorizacdo do preco da fruta fresca e a
modifica¢do do hdbito de consumo: por um longo periodo, cerca de 30% da producio era
destinada ao mercado de fruta fresca e 70% para a indistria de sucos. Atualmente, a
situacdo estd quase invertida e mais da metade da producdo nacional destina-se ao mercado
interno de frutas frescas (Silva, 1998).

Em 2004, a produgdo de maracuja atingiu 491.619 toneladas. Os estados da Bahia,
Espirito Santo, Sdo Paulo, Minas Gerais e Sergipe foram os maiores produtores dessa fruta
nesse mesmo ano, produzindo 114.627 t, 81.180 t, 46.917 t, 45.477 t e 40.056 t,
respectivamente. O Distrito Federal contribuiu com apenas 1.867 t, correspondendo a 0,38
% da producio brasileira (Agrianual, 2007).

Assim como a maior produgdo, o Nordeste também apresentou a maior
porcentagem da drea colhida brasileira, equivalente a 47,73% dessa 4rea. A Bahia foi o
Estado que mais contribuiu em érea (8.895 ha) como também em producdo, seguido do
Pard (4.187ha), Sergipe (4.181 ha), Espirito Santo (3.243 ha) e Minas Gerais (3.147 ha),

sendo que o DF apresentou uma drea colhida de 122 ha (Agrianual, 2007).



Segundo Ruggiero et al. (1996), o potencial da produtividade de maracuji é de 35-
40 t/ha/ano, mas tém sido alcancadas somente 15 a 20 t/ha/ano. Vérios fatores sdo
limitantes ao aumento da qualidade e da produtividade dos pomares, sendo os principais: o
cultivo de variedades ou linhagens inadequadas, mudas de baixa qualidade ou
contaminadas com doengas, auséncias de irrigacdo nas regides sujeitas a déficit hidrico,
adubagdes inadequadas ou ausentes, falta de corre¢do da acidez potencial do solo, auséncia
da polinizacdo manual e falta de manejo de pragas e doencas (Junqueira et al., 1999).

Algumas doengas podem ocorrer com maior freqiiéncia na cultura, dentre elas, (i)
doengas do sistema radicular como morte prematura de plantas ou morte precoce ou morte
subita e podriddo do colo; (ii) doencas da parte aérea como bacteriose, antracnose,
verrugose, septoriose, viroses, entre outras (Oliveira & Ruggiero, 1998).

Dentre as doengas, as viroses assumem grande importincia. A virose do
endurecimento dos frutos, causada por Potyvirus, ja foi relatada no Brasil nos principais
Estados produtores de maracuj4, incluindo Bahia (Chagas et al., 1981), Ceara (Lima et al.,
1985; Bezerra et al., 1995), Minas Gerais (Costa, 1996) e Sao Paulo (Chagas et al., 1992).
Os Potyvirus sao transmitidos por afideos, de maneira nio-persistente e nao-circulativa. As
proteinas virais HC-Pro e capa protéica, em geral, sdo requeridas para transmissdo por
afideos (Van Regenmortel et al., 2000). Plantas infectadas apresentam mosaico e frutos
com endurecimento do pericarpo e grande reducdo da polpa (Kitajima et al., 1986). Nao
existe controle curativo, por isso, medidas de exclusdo t€m sido ineficientes para evitar a
disseminagdo do virus (Meletti et al., 2005).

O desenvolvimento de cultivares com resisténcia a doencas € uma alternativa
premente e interessante para essa cultura porque envolve medidas de seguranca para o
trabalhador agricola e consumidor, preservacdo do ambiente, reducdo de custos de
producdo, qualidade mercadoldgica, entre outros, sendo uma demanda atual para as
pesquisas em maracujazeiro (Faleiro et al., 2005).

O uso de espécies silvestres tem mostrado grande potencial para o melhoramento
genético do maracujazeiro, principalmente como fontes de resisténcia a doengas. Em
pesquisas em andamento na Embrapa Cerrados, tem-se verificado que, por meio de
cruzamentos artificiais, podem ser obtidos hibridos férteis e promissores para o
melhoramento. P. setacea, P. coccinea e P. grandulosa apresentam compatibilidade
genética com P. edulis, quando utilizadas como genitor masculino ou feminino, e P.
caerulea quando utilizada como genitor masculino. O método dos retrocruzamentos tem

sido muito utilizado para incorporacdo de genes de resisténcia em variedades comerciais



(Junqueira et al.,, 2005). A eficiéncia dos programas de retrocruzamentos pode ser
maximizada com o uso de marcadores moleculares, aumentando a probabilidade de
conversdo dos individuos e reduzindo o tempo requerido para obter uma recuperacio
aceitdvel do progenitor recorrente (Borém, 1997).

Neste trabalho, objetivou-se obter e caracterizar plantas RC4 e RC5 quanto a
resisténcia a virose do endurecimento dos frutos e quanto a recuperacdo do genoma

recorrente com base em marcadores RAPD (Randon Amplified Polymorphic DNA).
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REVISAO DE LITERATURA

Botanica do maracujazeiro (Passiflora sp.)

O maracujazeiro ¢ uma planta trepadeira, robusta, sub-lenhosa, glabra de caule
cilindrico, vigoroso, podendo atingir 5 a 10 m de comprimento (Ruggiero et al., 1996;
Cunha et al., 2004a).

O sistema radicular é pivotante, ou seja, com uma raiz central mais grossa que as
demais. A maioria das raizes finas se concentra nos primeiros 50 cm de profundidade. O
solo, entdo, deve ser permedvel, capaz de proporcionar uma adequada distribuicdo das
raizes e evitar o encharcamento, fatal para a planta, e ainda permitir melhor fixacdo em
areas sujeitas a ventos (Meletti & Maia, 1999).

O caule na regiao basal é lenhoso, tornando-se menos lenhoso em direcdo ao dpice
da planta. E circular em P. edulis f. flavicarpa (maracujd amarelo), mas pode apresentar
seccdo transversal quadrada em outras espécies, como P. alata (maracujd doce) e P.
quadrangularis (Urashima, 1985; Ruggiero et al., 1996).

As folhas do maracujazeiro-azedo sdo simples, alternadas, com formas variadas
(lobadas, digitadas, elipticas, ovadas, serreadas, lisas, glandulosas e subcoreiceas). As
folhas jovens apresentam-se ovadas sem lobos. Na sua base elas apresentam bricteas
folidceas bem desenvolvidas e gavinhas. Em condi¢des ideais, as folhas do maracujazeiro
sdo permanentes, porém, uma vez que haja estresse hidrico, pragas ou doencas, assim
como ventos fortes e geadas, as folhas tendem a cair e voltam a brotar no inicio do ciclo
seguinte da cultura (Leitdo Filho & Aranha, 1974; Urashima, 1985; Silva & Sdo José,
1994; Manica, 1997; Kudo, 2004).

Os peciolos, normalmente, sdo providos de glandulas nectariferas, variando em
nimero, forma e tamanho, podendo também ndo ter estas estruturas. As gavinhas,
modificac¢des foliares, que servem para prender a planta a suportes, sdo freqiientemente
solitarias nas axilas das folhas (Cunha et al., 2004a).

As flores sao hermafroditas, actinomorfas, geralmente isoladas ou aos pares nas
axilas das folhas, mais raramente em inflorescéncias racemosas, pseudoracemosas ou até
fasciculadas. O tubo floral pode ter diversas formas: bacia, taca e campanula, sendo
geralmente verde naquelas de tubo bem desenvolvido. As sépalas sdo em nimero de cinco,

carnosas ou membrandceas, lineares, comumente providas de uma quilha dorsal e
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aristadas. As pétalas, normalmente, sdo formadas no tubo calicinal, alternadamente com as
sépalas, geralmente menores e a textura mais delgada que as sépalas podendo ocorrer nas
cores verde, branca, amarelada ou fortemente coloridas (Vanderplank, 1996; Cunha et al.,
2004a). O maracujazeiro geralmente produz flores auto-incompativeis, isto é, o pdlen
produzido em determinada flor ndo pode fecunda-la e nem pode fecundar, de forma eficaz,
as demais flores produzidas na mesma planta (Junqueira et al., 2001).

A polinizacdo natural do maracujazeiro, geralmente, é feita por mamangavas,
abelhas do género Xylocopa que, devido ao seu grande porte, ao visitarem a flor do
maracujazeiro, encostam seu dorso nos estames onde estdo os grios de pdlen, fazendo a
retirada dos mesmos e levando-os para o estigma, efetuando dessa maneira a polinizagao.
Nesse caso, o percentual de vingamento dos frutos vai depender do nimero de
mamangavas presentes no pomar e da freqiiéncia das aplicacdes de inseticidas agricolas. O
efeito positivo da polinizacdo manual no vingamento de frutos de maracujazeiro tem sido
relatado por vdrios autores alcangcando, por exemplo, 76 % de vingamento em flores
cruzadas e polinizadas manualmente e apenas 7 % com a poliniza¢do natural (Junqueira et
al., 2001; Lima & Cunha, 2004).

A abertura das flores ocorre de meio-dia até a noite, no maracujd amarelo e pela
manhd, no roxo. O melhor tempo para a polinizagdo é quando o estilete curva-se
totalmente ap0s a antese (Akamine & Girolami, 1959; Cunha et al., 2004b).

A auto-incompatibilidade € uma caracteristica importante da biologia floral
encontrada em maracujazeiro-amarelo (Knight Janior & Winters, 1962; Akamine &
Girolami, 1959; Faleiro et al., 2005a). E um mecanismo que determina a alogamia, pois
impede que plantas produtoras de gametas masculinos e femininos funcionais produzam
sementes quando autopolinizadas. Autofecundacdes e algumas hibrida¢des podem ser
invidveis devido a presenca de auto-incompatibilidade, que € muito freqiiente na natureza.
Nas espécies cultivadas, ela se torna menos freqiiente, em razio da pressdo de selecdo
contraria causada pela domesticagdo (Mather, 1953; Rowlands, 1964; Nettancourt, 1977;
Bruckner et al., 2005).

A incompatibilidade pode ser gametofitica, quando o grio de pdlen carrega um
alelo também presente no estigma e que inibe o desenvolvimento do tubo polinico, e
esporofitica determinada pelo grao de pdlen, o qual reage com a superficie do estigma e
nio germina em cruzamentos incompativeis (Duvick, 1967). Bruckner (1994) estabeleceu
que a auto-incompatibilidade do maracujazeiro é do tipo homomorfica esporofitica.

Homomoérfica porque a auto-incompatibilidade ndo € baseada em diferengas morfolégicas
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entre as estruturas florais e esporofitica porque € determinada pelo cultivares da planta que
produziu o grdo de pdlen, que é dipldide, ocorrendo a reacdo na superficie estigmatica,
resultando na inibicao da germinacdo do grao de pdlen (Lewis, 1954; Brewbacker,1957;
Nettancourt, 1977).

O fruto do maracujazeiro-azedo é uma baga de forma oval ou subglobosa, com
grande variacdo em tamanho e coloragdo de polpa. Possui, em média, 6 a 8§ cm de
comprimento, 5 a 7 cm de largura, 44 a 160 gramas de peso e de 200 a 300 sementes.
Apresenta casca coridcea e de coloragio amarela intensa no final do amadurecimento. E
um fruto carnoso, com sementes recobertas pelo arilo, o qual contém um suco amarelo-
alaranjado, bastante aromético e nutritivo (Cunha et al., 2004a; Meletti & Maia, 1999).

O suco possui de 13 a 18 % de s6lidos soluveis totais, cujo principais componentes
sdo os acucares (sacarose, glicose e frutose) e alta acidez, conferida predominantemente
pelo 4cido citrico (Durigan, 1998; Melletti & Maia, 1999).

Sua composi¢do nutritiva, calculada por 100 g de polpa fresca, corresponde a 30
mg de vitamina C; cerca de 700 U.L. de vitamina A; 1,63 mg de vitaminas do complexo B;
13 mg de célcio; 17 mg de fésforo; 1,6 mg de ferro; 2,2 g de proteinas e 21,2 g de
carboidratos (Chitarra e Chitarra, 1990; Meletti & Maia, 1999).

No Brasil, a propagacido do maracujazeiro-amarelo ¢ feita basicamente por meio de
sementes, havendo, portanto, segregacio e existéncia de individuos diferentes (Stenzel &
Carvalho, 1992). A elevada heterozigose existente nessa espécie determina alta
variabilidade, decorrendo, por isso, a desuniformidade de plantas nos pomares. Desse
modo, a propaga¢do vegetativa apresenta vantagens na manutencido de material com boas
caracteristicas agrondmicas, favorecendo a multiplica¢do de plantas produtivas e tolerantes
a pragas e a doencgas (Lima et al., 1999).

O Brasil apresenta excelentes condi¢des para o cultivo do maracujazeiro pelo fato
dessa planta desenvolver-se bem nas regides tropicais e subtropicais, sendo portanto, de
clima quente e imido. As regides mais indicadas para o plantio sdo as de altitude entre 100
m a 1.000 m, com umidade relativa do ar em torno de 60 % e comprimento do dia acima

de 11 horas de luz, de acordo com Lima & Borges (2004).
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Doencas

Problemas fitossanitédrios, devido a falta de cuidados necessarios a cultura durante a
expansdo da drea cultivada, podem contribuir para um ciclo econdmico mais curto que
muitas vezes inviabiliza o cultivo em determinadas regides (Filho & Junqueira, 2003).

No Brasil, as doencas e pragas constituem-se nos principais fatores que ameagam a
expansdo e diminuem a produtividade dos cultivos de maracuji-azedo e maracuja-doce,
provocando prejuizos expressivos e preceituando os produtores a usarem defensivos
agricolas de forma indiscriminada. Em algumas regides do pais, doencas como a bacteriose
(causada por Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae), murcha de fusario (causada por
Fusarium oxysporum f.sp. passiflorae), virose do endurecimento dos frutos (causada por
Passionfruit Woodiness Virus - PWV ou Cowpea aphid-borne mosaic virus - CABMYV), a
antracnose (causada pelo fungo Colletotrichum gloeosporioides) t€ém sido limitantes. Essas
doencas, favorecidas por condigdes edafo-climdticas favordveis, ndo podem ser

controladas de forma eficaz pelos métodos curativos (Junqueira et al. 2006).

Virose do endurecimento dos frutos

A virose do endurecimento dos frutos € uma das doengas mais importantes da
cultura do maracujazeiro (Kitajima et al., 1986; Rezende, 1994). Foi constatada pela
primeira vez em plantios comerciais de maracuja amarelo e doce, no Estado da Bahia, no
final da década de 70 (Chagas et al., 1981; Yamashiro & Chagas, 1979). Posteriormente,
foi detectada em quase todos os Estados do Brasil (Barbosa & Filho, 2003). A distribuicio
geogréfica dessa virose inclui também a Austrdlia, Suriname, Formosa, Africa do Sul,
Sumatra, Quénia e Inglaterra (Kitajima et al., 1986).

Ha relatos de pelo menos nove espécies de virus infectando o maracujazeiro em
condicdes naturais, dos quais, cinco foram relatados no Brasil: o virus do endurecimento
dos frutos do maracujazeiro (Passion fruit woodiness potyvirus— PWV), o virus do
mosaico do pepino (Cucumber mosaic cucumovirus — CMV); o virus do mosaico amarelo
do maracujazeiro (Passion fruit yellow mosaic tymovirus - PEFYMV); o virus do mosaico
do maracuji-roxo (Purple Granadilla mosaic virus — GMV) e o virus do enfezamento do
maracujazeiro (Passion fruit vein-clearing rhabdovirus — PFVCV). Desses, o mais
disseminado é o PWV, tendo sido relatado na Bahia, no Ceard, no Distrito Federal, Goids,

Minas Gerais, Pard, Pernambuco, Sdo Paulo e Sergipe (Sao José et al., 1994; Bezerra et al.,
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1995; Inoue et al., 1995 citados por Anjos et al., 2001). Observou-se, em experimentos,
que a virose do endurecimento dos frutos pode causar perdas de 50% a 80% no rendimento
do maracuja (Anjos et al., 2001).

A denominacdo da doenca “endurecimento dos frutos do maracujazeiro”, causada
pelo PWV ou CABMV (Cowpea aphid-borne mosaic virus), advém do sintoma do
endurecimento dos frutos. Porém, esse sintoma pode ser causado também por CMV
(Rybicki & Pietersen, 1999; McKern et al., 1994 citados por Anjos et al., 2001).

Até o inicio da década de 90, acreditava-se que a Unica espécie de potyvirus
causadora do endurecimento dos frutos em maracujazeiro era o PWV. Entretanto, estudos
recentes demostraram que na Africa do Sul, a doenca é causada por uma estirpe do
CABMV (McKern et al., 1994; Sithole-Niang et al.,1996 citados por Nascimento et al.,
2006).

Estudos recentes, com base em andlises comparativas da seqiiéncia de nucleotideos
do gene que codifica a proteina da capa protéica, apontaram homologia de
aproximadamente 70 % de alguns isolados do PWV do Brasil com o PWV da Austrilia.
Por outro lado, comparando-se os isolados brasileiros do PWV com o CABMV e o SAPV
(South African passiflora virus), encontrou-se homologia de 85% no mesmo gene, de
acordo com Santana et al. (1999), citado por Novaes (2002). Considerando-se que valores
de homologia desse gene iguais ou superiores a 85% agrupam os isolados em um mesmo
género Potyvirus. Ambos os virus pertencem ao género Potyvirus da familia Potyviridae.
Os potyvirus, como PWV e CABMV, possuem particula alongada e flexuosa, com 690-
760 nm de comprimento por 11-16 nm de largura. O genoma € constituido por um RNA de
fita simples, sentido positivo, com aproximadamente 10.000 nucleotideos (Van
Regenmortel et al., 2000).

Por meio de anélise molecular, Zerbini & Maciel-Zambolim (1999) mostraram que
alguns isolados de virus que causavam o endurecimento dos frutos do maracujazeiro dos
principais estados produtores do Brasil, pertenciam a espécie CABMV.

Nascimento et al. (2006) também comprovou através de caracterizacio molecular a
identidade de alguns isolados, coletados em Pernambuco, Paraiba e Recife, como sendo
estirpes do CABMV, podendo ser considerado como a principal espécie de potyvirus
causadora de endurecimento dos frutos do maracujazeiro no Brasil.

O sintoma de endurecimento dos frutos possui valor diagnéstico limitado, uma vez
que também pode ser causado por CMV, fatores nutricionais e injtrias produzidas por

insetos (Kimati et al., 1997).
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Plantas de maracujazeiro infectadas pelo PWV ou CABMYV apresentam mosaico e
deformacdo foliar e produzem frutos pequenos, deformados e com endurecimento do
pericarpo. A produtividade e o ciclo da cultura sdo reduzidos. Tanto o PWV quanto o
CABMYV sdo transmitidos de maneira ndo circulativa por vdrias espécies de afideos, além
de serem facilmente transmitidos mecanicamente via extrato foliar tamponado e por
enxertia. Esses virus infectam naturalmente espécies de Passiflora e de leguminosas, além
de infectarem artificialmente alguns membros das familias Amaranthaceae,
Chenopodiaceae, Solanaceae e Cucurbitaceae (Taylor & Greber, 1973; Mckern et al,,
1994 citado por Zerbini et al., 2005).

O complexo PWV/CABMYV e CMV com efeito sinérgico provoca intenso nanismo
e amarelecimento das plantas, acompanhados de queda de folhas e necrose do topo. Nas
células, pode-se observar inclusdes lamelares (na configuragdo de cata-vento) induzidas
pelo PWV/CABMV, tipicas dos potyvirus (Kimati et al., 1997).

Como ndo existe controle curativo, as recomendagdes técnicas t€m sido relativas a
medidas de exclusdo, evitando-se a disseminacdo do virus por dreas indenes ou
convivéncia com o PWV/CABMV nas dreas medianamente afetadas. Areas bastante
afetadas sdo condenadas, muitas vezes, com as plantas eliminadas sumariamente antes
mesmo do inicio da primeira safra, o que representa prejuizo total ao produtor (Meletti et
al., 2005).

A técnica da pré-imunizagdo ndo se mostrou vidvel para o maracujazeiro. Plantas
pré-imunizadas sdo facilmente infectadas em condi¢des de campo por estirpes mais
virulentas (Meletti et al., 2005).

Na Australia, o controle do PWV tem sido feito mediante uso de hibridos de
maracuja-amarelo e roxo que parecem ser mais tolerantes. O uso de estirpes fracas na pré-
imunizacdo produziu bons resultados apenas por algum tempo, pois essa politica de
convivéncia com o virus aparentemente permitiu o surgimento de estirpes mais severas,

capazes de prejudicar até mesmo esses hibridos (Meletti & Briickner, 2001).
Melhoramento genético
O melhoramento genético de plantas tem sido praticado com sucesso desde os
primérdios da civilizagdo. O progresso no melhoramento tem se baseado, em geral, na

andlise de fendtipos. O sucesso desta andlise, entre outros fatores, depende da

herdabilidade do cariter. Herancas poligénicas, dominéncias parciais ou completas, a
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influéncia do ambiente e o tempo necessdrio para avaliacdo fenotipica em culturas perenes,
por exemplo, sdo fatores que freqiientemente limitam a eficiéncia desta andlise (Ferreira &
Grattapaglia, 1998).

As caracteristicas fisico-quimicas do maracujd sdo de grande importancia para o
melhoramento genético dessa frutifera, pois permitem avaliar as propriedades
organolépticas e de sabor dos frutos, garantindo sua qualidade para o mercado in natura ou
para a industria. Atualmente, busca-se, por meio de pesquisas, selecionar genétipos de
maracuja-azedo e maracuja-doce mais produtivos e mais resistentes a doencas, e uma das
alternativas € a hibridagfo interespecifica, ou seja, cruzamentos convencionais de sele¢do
ou cultivares comerciais com espécies silvestres, que geralmente apresentam resisténcia a
doencas. Dessa forma, torna-se essencial conhecer as caracteristicas agrondmicas, fisicas e
quimicas das espécies nativas utilizadas nos cruzamentos (Braga et al., 2005).

Os objetivos do melhoramento do maracujazeiro devem visar além da qualidade
dos frutos e produtividade, a incorporag¢do de resisténcia a moléstias nas atuais cultivares
ou desenvolvimento de outras com alguma tolerancia a elas. A produ¢do de mudas por
enxertia com objetivo de evitar os danos causados por fungos de solo e a limpeza clonal
tém sido apontadas como alternativa para diminuir os problemas causados por
fitopatégenos, mas poucos estudos vém sendo realizados na drea (Meletti et al., 2005;
Bruckner, 2002).

Novas caracteristicas podem ser incorporadas em cultivares ou populacdes em
diferentes etapas do melhoramento, utilizando-se de meios cldssicos de recombinacio
sexuada, ou quando possivel, de outros meios tais como hibridagio somadtica e
transformacdo génica (Ferreira & Grattapaglia, 1998).

O melhoramento genético € uma das alternativas para solucionar problemas,
principalmente, aqueles referentes a doencas. O melhoramento genético usa a hibridagio
para a transferéncia de genes de resisténcia de um material resistente para um material
suscetivel. As espécies silvestres t€m importante papel nesses programas de melhoramento
por que de modo geral elas apresentam genes de resisténcia. Um dos problemas que o
melhorista enfrenta nesse tipo de programa é o referente a incongruidade, ou seja,
incompatibilidade entre espécies. Para que a obtencio do hibrido interespecifico seja bem-
sucedida, € necessdrio que as espécies a serem combinadas apresentem homologia
cromossdmica garantindo, assim, a viabilidade do hibrido. Portanto, o conhecimento das
relacdes gendmicas € necessdrio para o sucesso de um programa de hibridacdo (Pereira et

al., 2005).
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A espécie Passiflora edulis tem sido considerada como um bom progenitor por
apresentar florescimento abundante e ininterrupto de fins de outubro a comeco de maio,
nas condi¢des paulistas, e de até onze meses por ano, em regides tropicais (Meletti &
Briickner, 2001). Por esse motivo, tem-se dado énfase a transferéncia de caracteres
favoraveis de outras espécies para P. edulis. Além disso, diferentemente da maioria das
espécies do género Passiflora, apresenta indices de germinagdo previsiveis e manutencio
da viabilidade das sementes por quase um ano em condi¢cdes normais de armazenamento
(Meletti et al., 2005).

Entre as varias espécies do género Passiflora nativas do Brasil, algumas t€ém
caracteristicas interessantes que poderiam ser introduzidas no maracujazeiro comercial.
Além da resisténcia a doengas e a algumas pragas, ha espécies autocompativeis como a P.
tenuifila Killip, P. cf. elegans Mast., P. capsularis L., P. villosa Vell., P. suberosa L., P.
morifolia Mast. e P. foetida L. Essa caracteristica € importante para aumentar a
produtividade e reduzir custos com mao-de-obra para a polinizagdo manual, bem como
para reduzir o impacto negativo provocado pelas abelhas-africanizadas, que perfuram a
camara nectarifera e removem todo o seu néctar antes da abertura das flores e, quando
estas se abrem, retiram a maior parte de grdos de pdlen, resultando em menor nimero de
visitas dos polinizadores naturais e murchamento das flores (Junqueira et al., 2005;
Fancelli & Lima, 2004).

Ha espécies como a P. setacea DC. e P. coccinea Aubl. que, nas condi¢des do
Distrito Federal, comportam-se como planta de “dias curtos”, pois florescem e frutificam
durante o periodo de dias mais curtos do ano, e a colheita ocorre de agosto a outubro,
época da entressafra do maracujd-azedo comercial. Essa caracteristica, se incorporada ao
maracujazeiro comercial, poderd eliminar os problemas referentes a sua sazonalidade,
permitindo a produgdo de frutos durante o ano todo na regido Centro-Sul do Pais
(Junqueira et al., 2005).

Outra caracteristica importante, observada em algumas espécies silvestres, é a
presenca de androgin6foro mais curto que reduz a distancia dos estigmas em relagdo a
coroa, facilitando a polinizagdo por insetos menores. O androgindéforo € a estrutura
formada pelo prolongamento do recepticulo floral que sustenta o gineceu e o androceu.
Em alguns acessos de maracuja roxo, silvestre e P. odontophylla, no momento de méxima
curvatura do estilete, os estigmas chegam a tocar na coroa e, dessa forma, podem ser

polinizados facilmente por pequenos insetos, sobretudo, pelas abelhas que, atualmente, sdo
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consideradas pragas impactantes por transportar todo o pdlen e nio fazer a polinizacdo de
forma eficaz (Junqueira et al., 2005).

Em relacdo a resisténcia a doencas, varios autores (Menezes et al., 1994; Oliveira et
al., 1994; Fischer, 2003; Meletti & Bruckner, 2001) relataram as espécies de passifloras
silvestres: Passiflora caerulea L., P. nitida Kunth., P. laurifolia L., alguns acessos de P.
suberosa, P. alata, P. coccinea, P. gibertii e P. setacea, como resistentes a morte precoce €
a outras doengas causadas por patégenos do solo. Segundo Menezes et al. (1994), Fischer
(2003) e Roncatto et al. (2004), a P. nitida Kunth, além de rustica, possui boa resisténcia a
doencas e tem grande potencial para uso em programas de melhoramento que incluam
hibridagdo interespecifica (Junqueira et al., 2005).

Em pesquisas em andamento na Embrapa Cerrados, com o objetivo de avaliar os
indices de compatibilidade genética entre espécies de maracujazeiro, verificou-se que, por
meio de cruzamentos artificiais, podem-se obter hibridos férteis e promissores para o
melhoramento. A P. setacea, P. coccinea e P. glandulosa, P. mucronata, P. galbana,
quando utilizadas como genitor feminino ou masculino, cruzam muito bem com P. edulis f.
flavicarpa, produzindo frutos com muitas sementes férteis. J4 a P. caerulea como genitor
feminino nos cruzamentos com P. edulis f. flavicarpa dificilmente gera frutos com alguma
semente, e o problema se repete na primeira geracdo de retrocruzamento (RC1). No
entanto, quando utilizada como genitor masculino, os frutos obtidos possuem muitas
sementes F1 férteis, mas ha dificuldades para se obter sementes em RC1. Na geracdo RC2,
em que se utilizou o maracuji-azedo comercial como recorrente e genitor masculino,
podem ser encontradas plantas mais produtivas e frutos com muitas sementes (Junqueira et
al., 2005).

As espécies silvestres de maracujd apresentam elevado grau de resisténcia e essa
caracteristica pode ser explorada em programas de melhoramento genético e em porta-
enxertos (Junqueira et al., 2005). O maracuja-sururuca ou maracuji-do-sono (Passiflora
setacea) € uma espécie de Passifloracea silvestre que se destaca por apresentar tolerancia a
moléstias, resisténcia a morte precoce e a fusariose, constituindo-se numa importante
alternativa potencial para porta-enxertos segundo alguns autores. Porém, possui algumas
caracteristicas fisiologicas indesejdveis tais como, longo periodo de dorméncia e
dificuldade de enraizamento de estacas (Santos et al., 2005).

A maioria dos hibridos interespecificos apresenta problemas de desenvolvimento,
macho-esterilidade, baixa viabilidade polinica ou dificuldade em florescer (Otoni, 1995;

Soares-Scott et al., 2003 citados por Meletti et al., 2005), além da auséncia de
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caracteristicas agrondmicas interessantes para o cultivo e a comercializacdo. Neste caso,
uma alternativa é o uso dos retrocruzamentos utilizando variedades comerciais com
genitores recorrentes.

De acordo com Meletti & Briickner (2001), o caminho da hibridacdo natural
interespecifica exige muitos ciclos de retrocruzamentos para recompor o vigor natural das
plantas e as caracteristicas interessantes para comercializa¢do, o que torna o programa de
melhoramento demasiadamente longo.

Por isso mesmo, os cultivos comerciais baseiam-se numa tdnica espécie, P. edulis,
uma vez que ela ocupa 95% dos pomares. Mesmo tendo se tornado comercial ha poucos
anos, o maracuji-amarelo apresenta grande variabilidade genética natural para as diversas
caracteristicas da planta e do fruto. Isto define um significativo potencial de explora¢do por
selecio massal, podendo-se encontrar algumas populagdes selecionadas e cultivares
(Meletti et al., 2005).

Oliveira & Ruggiero (1998) relatam que a transferéncia de resisténcia de P. setacea
para P. edulis € a mais promissora, embora estudos devam ser feitos para contornar a
macho-esterilidade dos descendentes hibridos e as dificuldades das metodologias de
avaliacdo da resisténcia genética. Estudos detalhados de caracterizacdo da genética da
resisténcia em espécies cultivadas e silvestres sdo essenciais para subsidiar a utilizagdo do
germoplasma do género Passiflora em programas de melhoramento genético e como porta-
enxerto visando a resisténcia a doencas (Faleiro et al., 2005a).

Considerando a grande variabilidade do maracujazeiro, programas de
melhoramento genético t€m sido conduzidos visando a obteng@o de variedades mais
produtivas e resistentes a doengas, por meio da hibridacdo sexual entre as espécies
cultivadas e espécies silvestres (Barbosa, 1998; Junqueira et al., 2005; Faleiro et al.,

2005a).

Retrocruzamentos

O melhoramento de plantas pelo método dos retrocruzamentos envolve uma série
de cruzamentos da progénie de duas variedades selecionadas com um dos genitores, por
exemplo, [(A x B) x A]. A variedade que participa apenas do cruzamento inicial, no
exemplo a variedade B, é denominada genitor doador ou nao-recorrente e a que € utilizada
nos cruzamentos repetidos, no exemplo, a variedade A, genitor recorrente. O termo

recorrente indica que a variedade é utilizada repetidas vezes durante o programa. O
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cruzamento entre as duas variedades é realizado e o hibrido F1, retrocruzado com o genitor
recorrente em sucessivas geracoes (Borém, 1997).

O objetivo do método dos retrocruzamentos é a recuperacdo do genitor recorrente,
exceto em relacdo ao(s) gene(s) de interesse que esti(ao) sendo transferidos.
Caracteristicas com alta herdabilidade, controladas por um ou poucos genes, sdo mais
facilmente transferidas por esse método. A transferéncia dos alelos dominantes € realizada
mais diretamente que a de alelos recessivos, em razdo de os individuos heterozigotos
revelarem apenas o fenétipo caracteristico dos alelos dominantes. Se o alelo em
transferéncia for recessivo, a autofecundacio torna-se essencial para a sua manifestacio
(Borém, 1997).

A propor¢do de genes do genitor doador € reduzida a metade apds cada geragdo de
retrocruzamentos (Tabela 1). O nimero de retrocruzamentos necessarios depende do grau
de recuperacdo desejado do genitor recorrente, do mérito agricola do doador, da
intensidade de selecdo das caracteristicas do genitor doador, da intensidade de selecdo das
caracteristicas do genitor recorrente durante o programa e da existéncia de liga¢do génica

entre o gene em transferéncia e outros indesejaveis (Borém, 1997).

Tabela 1 - Recuperacdo média do genitor recorrente apds diversas geracdes de
retrocruzamentos.

Geragdo % Recorrente
Fl1 50
RCI 75
RC2 87,5
RC3 93,75
RC4 96,875

Fonte: Borém (1997)

O método dos retrocruzamentos utilizado em pesquisas na Embrapa Cerrados

Em pesquisas em andamento na Embrapa Cerrados com o objetivo de avaliar os
indices de cruzabilidade entre espécies de passifloras, verificou-se que, por meio de
cruzamentos artificiais, podem se obter hibridos férteis e promissores para o
melhoramento. As espécies P. setacea, P. coccinea e P. glandulosa, P. mucronata, P.

galbana. e P. caerulea cruzam muito bem com a espécie P. edulis f. flavicarpa comercial
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ou com a P. alata comercial produzindo frutos com sementes férteis (Junqueira et al.,
2006).

Com objetivo de se obter resisténcia a doengas causadas por patdégenos do solo, a
virose do endurecimento dos frutos e a antracnose, foram obtidas e avaliadas plantas de
geragdes F1, RC1, RC2, RC3 e RC4 oriundas do cruzamento entre a P. edulis f. flavicarpa
comercial x P. setacea, tendo a espécie comercial como genitor feminino e masculino para
a obtencdo das progénies F1 e como genitor masculino para a obtengdo das progénies RC.
Nas plantas obtidas na geracdo F1, tendo o maracuja-azedo como genitor feminino ou
masculino, prevaleceram o vigor hibrido e as caracteristicas marcantes da P. setacea, como
folhas verdes mais claras, alta capacidade de floracdo, flores com androginéforo muito
longo, pétalas e coroa com ligeira tonalidade lilds herdada do P. edulis f. flavicarpa,
hordrio da antese e frutos com caracteristicas intermedidrias em todas as 98 plantas das
duas progénies analisadas. No entanto, essas plantas, embora apresentem boa resisténcia a
podriddo-do-colo ou de raizes (Fusarium solani), a antracnose e a virose (PWV) e 6tima
floragdo, s6 produzem frutos por polinizacio manual, pelo fato de possuirem
androginéforo muito longo, o que faz com que a altura ou a distdncia do estigma em
relacdo a coroa seja elevada, ndo permitindo, dessa forma, a polinizacdo por insetos. O
hordrio de antese das plantas F1 pode também ter contribuido para a auséncia de frutos
obtidos via polinizacdo natural. No Distrito Federal, a antese de P. setacea inicia-se as 19
horas e a flor permanece aberta e fértil até as 7 horas da manha seguinte. Os possiveis
polinizadores dessa espécie podem ser morcegos e mariposas. A antese de P. edulis f.
flavicarpa inicia-se as 12 horas, e a flor permanece aberta até as 18 horas. Ja a antese das
plantas F1 inicia-se em torno das 17 horas e as flores permanecem abertas até as 22 horas.
Portanto, parece ndo serem visitadas por polinizadores durante o periodo de antese
(Junqueira et al., 2005).

Todas as plantas F1 sdo altamente suscetiveis a bacteriose, mas com alto grau de
tolerdncia, o que faz com que as plantas se recuperem rapidamente apds o periodo
favordvel a doenca.

Quanto as geracdes RC1, RC2, RC3 e RC4, verificou-se que a tonalidade das flores
foi modificando em decorréncia dos retrocruzamentos, até adquirir formato e cor similares
aos da flor do recorrente nas geragdes RC3 e RC4. Fato semelhante aconteceu com os
frutos e as folhas. A confirmacio do sucesso da fecundacg@o cruzada para a obtencdo dessas
populacdes foi realizada por Faleiro et al. (2005b) por meio de marcadores moleculares

RAPD. Em relag@o a resisténcia a doencas, verificou-se, também, que a resisténcia a virose
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do endurecimento dos frutos foi diluida durante os retrocruzamentos, chegando, nas
geracdes RC3 e RC4, com graus de suscetibilidade similares aos observado no recorrente.
Quanto a resisténcia a bacteriose, todas as geracdes RC foram altamente suscetiveis e
perderam a capacidade de tolerdncia observada em P. setacea e na geragdao F1 (Junqueira
et al., 2005).

Em relacdo a produtividade, em experimentos conduzidos por Sousa (2005) em
Vargem Bonita, DF, onde foi comparado o desempenho agrondmico de plantas de duas
progénies RC3 (Progénies OS-09 e RC-03) de P.edulis f. flavicarpa x P.setacea
juntamente com outras cultivares de P.edulis f. flavicarpa comerciais com polinizacio
natural, verificou-se que ambas as progénies foram resistentes a antracnose e susceptiveis a
verrugose, bacteriose e a virose do endurecimento dos frutos e tiveram baixa produtividade
em relacdo a cultivar mais produtiva. Durante seis meses de colheita, os hibridos OS-09,
RC-03 e EC-RAM {hibrido entre a Cv. Sul Brasil Marilia x P. edulis f. edulis australiano
(F1 x GA-2 comercial)} produziram respectivamente 2.602,00 kg/ha, 7.586,67 kg/ha e
23.457,15 kg/ha, ou seja, a melhor cultivar produziu nos seis meses de colheita,
respectivamente dez vezes e trés vezes mais que as RC3. Por sua vez o tamanho dos frutos
das plantas dessas progénies foi similar ao das cultivares comerciais. A causa da baixa
produtividade pode estar relacionada com a elevada altura do estigma em relacdo a coroa,
proporcionada pelo androginéforo longo, o que dificulta a polinizagdo por insetos.
Ademais, o comportamento destas em relacdo a doengas causadas por patégenos do solo
ainda estd sendo analisado, segundo Junqueira et al. (2005).

As plantas F1 obtidas entre cruzamentos de P.edulis f. flavicarpa comercial x P.
coccinea, apresentaram caracteristicas marcantes do P. coccinea, como folhas simples,
I6bulos com bordas serrilhadas, verde-escuros, flores de cor vinho e rosa pink,
androginoforo longo, mas, também com caracteristicas de P.edulis f. flavicarpa como
flores e coroa e filetes brancos e excelente vigor. Embora apresentem boa resisténcia a
doencas, as plantas F1 produzem poucos frutos por polinizacdo natural pelas mesmas
causas encontradas nos hibridos com P.setacea, ou seja, androgin6foro longo e elevada
altura dos estigmas em relagdo a coroa. As plantas da geracdo RCI, tendo P.edulis f.
flavicarpa como genitor masculino e recorrente, apresentam, também, excelente vigor e
caracteristicas marcantes de P. coccinea, porém, suas flores sdo de coloragdo rdseo-
arroxeada e geram poucos frutos por polinizacdo natural e demoram muito para iniciar a

frutificacdo (Junqueira et al., 2005).
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Quanto aos hibridos obtidos entre P.edulis f. flavicarpa comercial x P. caerulea, as
plantas da geracio F1 e RC1 tém boa resisténcia a bacteriose e a antracnose, mas
produzem frutos sem sementes, sdo preferidas pela broca-do-maracuja e sdo susceptiveis a
virose do endurecimento dos frutos. As plantas da geragdo RC2 tendo o maracuja-azedo
como genitor masculino e recorrente, frutificam bem, produzem frutos grandes
semelhantes aos do maracujazeiro-azedo comercial, t€ém flores com cores semelhantes as

do maracujazeiro-azedo e formato similar ao do P.caerulea, como pétalas e sépalas com

apices arredondados (Junqueira et al., 2005).

Marcadores moleculares de DNA

Os marcadores moleculares de DNA té€m contribuido substancialmente para dar
suporte aos estudos de genética de populacdes de diversas espécies e tendem, pouco a
pouco, a ser usados para assistir os procedimentos de selecio e melhoramento. Por
intermédio deles, é possivel analisar a variabilidade genética, identificar gendtipos ou
genes especificos e detectar possiveis associacdes entre os marcadores e caracteristicas
fenotipicas (Vieira et al., 2005).

A disponibilidade de uma bateria de marcadores moleculares, por si s6, ja permite
empreender uma série de estudos importantes dentro de um programa de melhoramento,
antes mesmo que a correlagdo entre um ou mais marcadores moleculares e locos genéticos
que controlam caracteristicas de interesse agrondmico seja estabelecida (Ferreira &
Grattapaglia, 1998).

De um modo geral, diversas aplicacdes de marcadores moleculares em
melhoramento genético podem ser distribuidas em aplica¢des cujos resultados apresentam
expectativas de curto, médio e longo prazo. As aplicagdes de curto prazo envolvem,
basicamente, a identificacdo e discriminagdo de gendtipos. Nas aplicagdes analiticas de
médio-longo prazo, os marcadores permitem quantificar a variabilidade genética existente
ao nivel de seqiiéncia de DNA e correlaciond-la com a expressdo fenotipica em
procedimentos de mapeamento genético (Ferreira & Grattapaglia, 1998).

Os marcadores moleculares podem ser eficientemente utilizados nas diferentes
etapas ou procedimentos de melhoramento do maracujazeiro-amarelo. Em etapas de pré-
melhoramento eles sdo usados na caracterizacio e na avaliagdo de bancos de germoplasma,
bem como no mapeamento e na andlise de genes de interesse. No melhoramento

propriamente dito, os marcadores sdo empregados tanto no melhoramento populacional
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quanto nos trabalhos de hibrida¢ao, auxiliando a maximizag@o nao sé dos ganhos genéticos
mas também da heterose. No pds-melhoramento, podem ser utilizados para assegurar a
paternidade de cultivares, seminais ou clonais, desenvolvidas, bem como para monitorar a
pureza das sementes e ou clones produzidos e repassados aos agricultores (Pereira et al.,
2005).

Conforme relataram Openshaw et al. (1994), o uso de marcadores moleculares para
a identificacdo de individuos que apresentam maior propor¢do do genoma do genitor
recorrente pode reduzir o nimero de retrocruzamentos requeridos para sua recuperacao.

O principio da utilizagdo dos marcadores moleculares € baseado no dogma central
da Biologia Molecular e na pressuposi¢cdo de que diferengas genéticas no DNA significam,
na maioria das vezes, diferengas fenotipicas. Suas vantagens sdo: obten¢do de um niimero
praticamente ilimitado de polimorfismos genéticos; identificacdo direta do gendtipo sem
influéncia do ambiente; possibilidade de detec¢do de tais polimorfismos em qualquer
estddio de desenvolvimento da planta ou a partir de cultura de células ou tecidos. Ainda, hé
possibilidade de gerar maior nimero de informagdo genética por loco no caso de
marcadores co-dominantes (Faleiro, 2007).

Dentre os marcadores de DNA, o primeiro a ser utilizado foi o baseado em enzimas
de clivagem do DNA (Restriction fragment length polymorphism — RFLP). O RFLP,
embora bastante trabalhoso, constitui uma metodologia poderosa, capaz de gerar marcas
co-dominante, de grande contetido em termos de informacdo genética. Com o advento do
processo da amplificacdo por reagdo em cadeia da DNA polimerase (PCR), outras
categorias de marcadores foram desenvolvidas. Como exemplos, os mais utilizados na
PCR, s@o RAPD (Randon Amplified Polymorphic DNA) e AFLP (Amplified Fragment
Lenght Polymorphism), segundo Pereira et al. (2005).

O RAPD, por ser uma metodologia mais simples e relativamente mais barata, tem
sido intensamente usado pelos diversos laboratérios, em diferentes culturas, para as mais
variadas finalidades. O RAPD se baseia no uso de iniciadores arbitrarios que sao utilizados
na amplificacdo de DNA via PCR. Embora sejam bastante empregados, esses marcadores
apresentam algumas limitacdes, sendo as principais: baixa reprodutibilidade e nio-
separagdo dos individuos homozigotos dos heterozigotos, ou seja, sdo dominantes (Pereira
et al., 2005).

Os marcadores AFLP foram estabelecidos na expectativa de se explorar as
vantagens do RFLP, por se basearem, igualmente em enzimas de clivagem, e também nas

vantagens do RAPD. A grande vantagem dos marcadores AFLP € o elevado potencial de
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se detectar polimorfismo, permitindo com isto, rdpida cobertura gendmica. A desvantagem
€ que, a semelhanca dos marcadores RAPD, sao também co-dominantes (Pereira et al.,
2005).

As diferentes metodologias da genética molecular tém permitido estudos de
evolucdo, de diversidade genética inter e intra-especifica, de identidade, origem genética e
identificacio de novas variantes, gerando informacdes importantes para subsidiar
diferentes acdes de pesquisa desde a coleta até o uso dos recursos genéticos em programas
de melhoramento (Faleiro, 2007).

A tecnologia da reagdo em cadeia de polimerase (PCR — Polymerase Chain
Reaction) é uma técnica poderosa para estudos genético-moleculares envolvendo grande
ndmero de individuos de qualquer organismo vivo devido sua facilidade, versatilidade e
sensibilidade. Muitos métodos tradicionais de clonagem, sequenciamento e andlise de
polimorfismo de DNA foram acelerados ou substituidos pelo uso da técnica de PCR
(Ferreira & Grattapaglia, 1998).

A PCR envolve a sintese enzimdtica in vitro de milhdes de copias de um segmento
especifico de DNA pela enzima DNA polimerase. A reagdo de PCR se baseia no
anelamento e extensdo enzimdtica de um par de oligonucleotideos (pequenas moléculas de
DNA de fita simples) utilizados como iniciadores (primers) que delimitam a seqiiéncia de
DNA de fita dupla alvo da amplificag@o. Estes primers sdo sintetizados artificialmente de
maneira que suas seqiiéncias de nucleotideos sejam complementares a seqiiéncias
especificas que flanqueiam a regido alvo (Ferreira & Grattapaglia, 1998).

Um ciclo de PCR envolve trés etapas (desnaturag@o, anelamento e extensio). A fita
dupla de DNA alvo é desnaturada através da elevacdo de temperatura para 92 a 95°C. Na
etapa de anelamento, a temperatura € rapidamente reduzida para 35 a 60°C, dependendo
essencialmente do tamanho e seqiiéncia do primer utilizado, permitindo a hibridizacdo
DNA-DNA de cada primer com as seqiiéncias complementares que flanqueiam a regido
alvo. Em seguida, a temperatura € elevada para 72°C para que a enzima DNA polimerase
realize a extensdo a partir de cada terminal 3° dos primers. Esta extensdo envolve a adicdo
de nucleotideos utilizando como molde a seqiiéncia-alvo, de maneira que uma copia desta
seqiiéncia é feita no processo. Este ciclo é repetido por algumas dezenas de vezes. Uma
vez que a quantidade de DNA da seqii€ncia-alvo dobra a cada ciclo, a amplificagdo segue
uma progressdo geométrica de maneira que, depois de apenas 20 ciclos, é produzido mais
de um milhdo de vezes a quantidade inicial de seqiiéncia alvo (Ferreira & Grattapaglia,

1998).
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Para a andlise dos marcadores genético-moleculares, o primeiro passo € a
codificacdo dos fragmentos moleculares em dados bindrios (no caso de marcadores
dominantes) ou dados de coincidéncia alélica (no caso de marcadores co-dominantes). Os
dados para marcadores dominantes, normalmente, sdo codificados como 1 (presenca de
marcador) e 0 (auséncia do marcador). Os dados para marcadores co-dominantes
normalmente sdo codificados como zero (auséncia de alelos comuns no loco), ¥2 (um alelo
comum no loco) e 1 (os dois alelos comuns no loco). No caso de marcadores baseados na
seqiiéncia de nucleotideos, a codificacdio é a propria seqiiéncia de nucleotideos,
representada pelas quatro diferentes bases nitrogenadas do DNA (Faleiro, 2007).

O segundo passo € utilizar os dados codificados para a estimativa de indices de
similaridade ou de distdncia genética entre cada par de acessos. Normalmente, os
coeficientes de correlacdo entre os diferentes indices sdo muito altos (Corréa et al., 1999),
embora existam algumas diferencas importantes entre elas (Dias, 1998). No caso de
marcadores baseados na seqiiéncia de nucleotideos de determinado fragmento de DNA, os
indices de similaridade ou de distancia sdo calculados com base na homologia de
seqiiéncia (Kimura, 1980).

Com base nos indices, estabelece-se uma matriz de similaridade ou de distincias
entre os acessos a qual vai servir de base para as andlises de agrupamento e de dispersio
dos acessos. As andlises de agrupamento normalmente s@o baseadas em métodos
hierdrquicos que podem utilizar diferentes critérios de agrupamento: vizinho mais préximo
(“single linkage”), vizinho mais distante (“complete linkage”) e baseado na média das
distancias (“unweighted pair-group method using arithmetic average”). No caso da andlise
de dispersdo dos acessos, o método mais utilizado é aquele baseado em escalas
multidimensionais por meio das coordenadas principais. Esse método tem sido
denominado andlise de coordenadas principais (“principal coordinates analysis” - PCDA)
(Gower,1966) e também € discutido por Dias (1998).

Existem vdrios softwares disponiveis para a andlise de marcadores moleculares,
entre eles o GENES (Cruz, 1997), o STATISTICA (StatSoft, 1999), o NTSYS (Rohlf,
1992), o GQMOL (Cruz & Schuster, 2000), o SPSS (Norusis, 1993) e o SAS (SAS
Institute, 1989). Eles sdo de grande importdncia para a realizacdo das andlises,
principalmente, quando vérios acessos sdo analisados simultaneamente (Faleiro, 2007).

Esses vérios softwares diferem-se nos procedimentos e na abrangéncia das anélises,
nos formatos dos arquivos utilizados como entrada de dados, na robustez, linguagem de

programacao e na qualidade grafica dos resultados ou saida dos dados (Faleiro, 2007).
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A utilizagdo de marcadores moleculares como uma ferramenta de selecio em
culturas perenes ¢ uma tecnologia extremamente atraente, tendo em vista o tempo
necessdrio para completar uma geragdo de melhoramento destas espécies. A perspectiva de
tornar mais eficiente a sele¢do precoce, € com isso aumentar o ganho genético por unidade
de tempo, faz com que o melhoramento de espécies florestais e frutiferas seja a drea onde o
uso efetivo desta tecnologia tende a ter as melhores perspectivas de sucesso (Ferreira &

Grattapaglia, 1998).

Uso de marcadores moleculares para acelerar a recuperacio do genoma

recorrente

Os programas de retrocruzamentos t€ém o objetivo de obter um individuo com o
mesmo gendtipo do progenitor recorrente, exceto em relacio a um ou alguns genes em
transferéncia do progenitor doador. Nesses programas, em geral, o progenitor recorrente é
uma variedade superior e o doador, muitas vezes, apresenta diversas limita¢des
agrondmicas, porém € portador dos genes de interesse para o melhoramento do progenitor
recorrente. Durante a condug@o dos retrocruzamentos, prioritariamente selecionam-se as
caracteristicas em transferéncia. A selecdo dos caracteres do progenitor recorrente, durante
o programa, pode reduzir o nimero de retrocruzamentos necessdrios para a sua
recuperagdo (Borém, 1997).

A genotipagem dos individuos com o uso de marcadores moleculares, além de
monitorar a presenca do gene de interesse, permite a selecdo de individuos mais
semelhantes ao genitor recorrente ¢ com melhor conversdo na regido proxima ao gene
introduzido (Guimardes & Moreira, 1999). Desse modo, o nimero de retrocruzamentos
necessdrios para a recuperacdo do fenétipo recorrente € reduzido de forma acentuada,
acelerando o desenvolvimento de variedades melhoradas (Openshaw et al., 1994).

O numero de geragdes que podem ser reduzidas vai depender do tamanho do
genoma da espécie, do nimero de marcadores moleculares utilizados na andlise, do
nimero de plantas RC genotipadas e selecionadas e da propor¢do do genoma recorrente a
ser recuperada (Faleiro, 2003). Em estudos de simulacdo, Openshaw et al. (1994)
concluiram que, para uma espécie com genoma constituido de 10 cromossomos com 200
cM cada e utilizando 80 marcadores para selecdo em populacio com 50 progénies, é
possivel reduzir o nimero de retrocruzamentos de sete para trés e recuperar 99% do

progenitor recorrente.
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A utilizagdo de marcadores moleculares no programa de retrocruzamentos foi bem
sucedida em trabalho realizado por Faleiro et al. (2004), que apds trés ciclos de
retrocruzamentos, obtiveram cinco cultivares de feijoeiro-comum resistentes a ferrugem e

a antracnose.
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RESISTENCIA DE POPULACOES RC DE MARACUJAZEIRO A VIROSE DO
ENDURECIMENTO DOS FRUTOS

RESUMO - Na regido do Cerrado, a cultura do maracuja apresenta produtividade
crescente nos ultimos anos, entretanto, a média nacional ainda é considerada baixa quando
analisado seu potencial produtivo. A baixa produtividade é provocada principalmente pela
ocorréncia de doencas, podendo destacar as causadas por virus. A base genética do
maracujazeiro-azedo comercial para resisténcia a doencas € relativamente estreita. Assim,
as espécies silvestres podem contribuir para aumentar o nivel de resisténcia das cultivares
comerciais a doencas e nesse sentido um programa de melhoramento genético por
retrocruzamentos tem sido realizado com sucesso na Embrapa Cerrados e parceiros. Dentro
deste programa de melhoramento genético, objetivou-se, neste trabalho, avaliar a
incidéncia e severidade da virose do endurecimento dos frutos nas populacées RC4 e RC5
(quarta e quinta geracdo de retrocruzamento) geradas a partir do cruzamento base
[(P.edulis x P.setacea) x P.edulis] comparando-as com a severidade no genitor recorrente
(P. edulis f. flavicarpa) e no genitor resistente (Passiflora setacea). Foram realizados dois
ensaios na Embrapa Cerrados (avaliacdo da severidade da virose do endurecimento dos
frutos nas plantas RC4 e RC5 em condicdes de campo e avaliagdo da incidéncia do virus
em condi¢bes controladas em 60 plantas RC5). As avaliagdes de severidade de virose
foram realizadas em duas épocas diferentes nas plantas RC4 (novembro de 2006 e janeiro
de 2007) e RC5 (setembro e novembro de 2007). Ndo houve controle de vetores. Para tais
avaliagdes, coletou-se ao acaso, dez folhas de cada planta e atribuiu-se notas de 1 a 4 de
acordo com o sintoma observado, baseando-se em uma escala de notas. Observou-se que
62% das 47 plantas RC4 apresentaram severidade da virose menor que a apresentada pelo
genitor recorrente na primeira avaliagdo. A porcentagem de plantas que apresentaram
menor severidade que o genitor recorrente na segunda avaliacdo diminuiu para 56%,
considerando-se que o total de plantas avaliadas nesse periodo foi de 45. Nas plantas RCS5,
todas as plantas apresentaram médias de severidade menores que o genitor P.edulis, em
setembro de 2007. J4 em novembro do mesmo ano, 77% das plantas RC5 apresentaram
média de severidade menor que o genoma recorrente. Notou-se que a severidade da doenga
¢ menor no genitor resistente e maior no genitor recorrente (espécie comercial) e a medida
que ocorreram 0s retrocruzamentos, a resisténcia a virose nas plantas RC foi reduzida,
provavelmente pelo fato de ser uma resisténcia horizontal de heranca quantitativa.

Palavras-chave: P.edulis, P.setacea, retrocruzamentos, severidade
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RESISTANCE TO WOODINESS VIRUSIS IN PASSION FRUIT POPULATIONS
RC

ABSTRACT - In the Cerrado region, passion fruit crop shows increasing productivity in
recent years, however, the national average is still considered low when taking in account
its productiveness potential. Low productivity is mainly caused by the occurrence of
diseases, specially those caused by virusis. Commercial sour passion fruit genetic basis
regarding diseases resistance is relatively narrow. Thus, wild species can help increase the
commercial cultivars resistance level and accordingly a backcrossing breeding program has
been successfully implemented at Embrapa Cerrados and partners. Within this breeding
program, this experiment's objective was to evaluate incidence and severity of the
woodiness virus in populations RC4 and RC5 (fourth and fifth backcrossing generation)
generated from the primary crossing [(P. edulis x P. setacea) x P.edulis 1 compared to
severity in the recurrent (P. edulis F. flavicarpa) and in the resistant genitor (P. setacea).
There were two assays at Embrapa Cerrados (virusis severity evaluation in plants RC4 and
RCS5 under field conditions and virusis incidence evaluation under controlled conditions in
60 plants RCS). The virusis severity evaluation were performed in two different periods, in
plants RC4 (November 2006 and January 2007) and RCS5 (September and November
2007). For such assessments, ten leaves from each plant were randomly collected and
received grades from 1 to 4 according to the symptom observed, based on a scale. From 47
plants RC4, 62% showed lower virusis severity than the recurrent genitor at the first
evaluation. The percentage of plants that showed lower severity than the recurrent
genitor at the second evaluation dropped to 56%, considering the total of 45 plants
evaluated during this period. Among plants RC5, in September 2007, all of them showed
lower severity averages than the genitor P. edulis. But in November of the same year, 77%
of plants RC5 showed severity average smaller than the recurrent genome. It was observed
that disease severity is lower in the resistant genitor and higher in the recurrent genitor
(commercial species), and as the backcrossings took place, the virusis resistance in plants
RC was reduced, probably because it is a horizontal resistance of quantitative inheritance.

Keywords: P.edulis, P.setacea, backcrossing, severity
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INTRODUCAO

O Brasil ¢ um dos mais importantes centros de diversidade do maracujd, pois
muitas espécies silvestres de Passiflora sdo nativas, notadamente, no Centro-Norte do Pais
(Ferreira, 2005). Estima-se que mais de 200 espécies de Passiflora sejam nativas do Brasil
(Oliveira et al., 1988). Além desse nimero expressivo de espécies, deve-se enfatizar que,
em geral, existe material ainda ndo descrito que provavelmente constitua espécie nova
(Ferreira, 1994).

Na regido do Cerrado, essa cultura apresenta produtividade crescente nos dltimos
anos, entretanto, a média nacional ainda € considerada baixa quando analisado seu
potencial produtivo, principalmente em condi¢des experimentais. A baixa produtividade é
provocada por vérios fatores, entre eles o fitossanitdrio, especialmente a suscetibilidade a
doencas causadas por virus (Anjos et al., 2001).

O desenvolvimento de cultivares com resisténcia a doengas € uma alternativa para
essa cultura porque envolve medidas de seguranca para o trabalhador agricola e
consumidor, preservacdo do ambiente, redugcdo de custos de producdo, qualidade
mercadoldgica, entre outros, sendo uma demanda atual para as pesquisas em maracujazeiro
(Faleiro et al., 2005b; Faleiro et al., 2006).

Algumas espécies ndo cultivadas t€ém acenado com contribuigdes importantes ao
melhoramento genético por apresentar resisténcia a doencas ou a pragas, longevidade,
maior adaptacdo a condi¢cdes climdticas adversas, periodo de florescimento ampliado,
maior concentracdo de componentes quimicos interessantes para a indudstria farmacéutica e
outras potencialidades, quase todas, ainda, inexploradas. Entre essas, destacam-se P.
setacea, P. cincinatta, P. caerulea, P. incarnata, P. maliformis, P. foetida, P. nitida e P.
quadrangularis (Meletti et al., 2005; Junqueira et al., 2005).

No entanto, a utiliza¢do da ampla diversidade genética dentro do género Passiflora,
em funcdo do elevado nimero de espécies nele presente, ainda tem sido pouco explorada,
inclusive, no Brasil onde se localiza o maior centro de dispersdo geografica do maracuja.
Apesar dessa condicdo privilegiada quanto aos recursos genéticos de Passiflora, a maioria
dos hibridos interespecificos obtidos apresenta problemas de desenvolvimento, esterilidade
masculina, baixa viabilidade polinica ou dificuldade em florescer (Meletti & Briickner,
2001). Por isso, a hibridacdo interespecifica ndo tem sido explorada adequadamente em
nivel mundial (Nakasone & Paull, 1999).

A base genética do maracujazeiro-azedo comercial para resisténcia a doengas é
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relativamente estreita. Assim, as espécies silvestres podem contribuir para aumentar o grau
de resisténcia das cultivares comerciais a doencas. A transferéncia de genes de resisténcia
de espécies silvestres para as comerciais tem sido feita, na Embrapa Cerrados, por meio de
hibrida¢des interespecificas seguidas de um programa de retrocruzamentos visando a
recuperacdo das caracteristicas agrondmicas das cultivares comerciais, mantendo-se o(s)
gene(s) de resisténcia das espécies silvestres.

Entre os hibridos interespecificos avaliados até o momento, aqueles obtidos a partir
do cruzamento de P. edulis f. flavicarpa comercial x P. caerulea sdo os mais promissores.
Na geracdo RC2 usando o maracujazeiro-azedo como recorrente, ja se obtiveram
populacdes com produtividades similares ao maracujazeiro comercial. A P. caerulea
possui resisténcia a bacteriose e antracnose e boa tolerancia a fusariose (Junqueira et al.,
2005). Hibridos de P. edulis f. flavicarpa comercial X P. coccinea ndo foram bem
sucedidos. Todos os hibridos foram confirmados por meio de marcadores moleculares,
conforme preconizado por Faleiro et al. (2005a).

A partir de cruzamentos de P. edulis f. flavicarpa comercial x maracuja-roxo
(P.edulis Sims), uma espécie silvestre no Brasil e cultivada na Austrdlia, Oceania e Asia,
obtiveram-se alguns hibridos intraespecificos que vém se destacando em produtividade e
tolerincia a doengas foliares

Hibridos entre P. setacea x P. edulis f. flavicarpa comercial ja nas geragdes RC4 e
RCS, tendo a P. edulis f. flavicarpa comercial como recorrente, estdo sendo avaliados. No
entanto, as plantas das geracdes RC1, RC2 e RC3 ndo apresentaram boa produtividade e a
resisténcia a virose do endurecimento dos frutos apresentada pela P. setacea diluiu durante
os retrocruzamentos, chegando ao mesmo grau da P. edulis f. flavicarpa comercial na
geracdo RC3, de acordo com Junqueira et al. (2006).

Para dar continuidade ao programa de retrocruzamentos, utilizando as espécies P.
edulis e P. setacea, objetivou-se, neste trabalho, avaliar a severidade da virose do
endurecimento dos frutos nas populagdes RC4 e RCS5, em condi¢des de campo e em
condicdes de casa-de-vegetacdo, comparando com a severidade no genitor recorrente (P.

edulis f. flavicarpa) e no genitor resistente (Passiflora setacea).
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MATERIAL E METODOS

As avaliacdes da virose do endurecimento dos frutos foram feitas em trés etapas:
avaliacdo da severidade nas plantas RC4 em condi¢des de campo, inoculacdo
mecanica e avaliacdo da incidéncia da doenga nas plantas RCS5, em condi¢des
controladas (casa de vegetacdo) e avaliacdo da severidade da virose nas plantas RC5

em condicdes de campo.

Avaliacao de virose nas plantas RC4

O experimento foi instalado no campo experimental da Embrapa Cerrados (CPAC),
localizado em Planaltina, DF, a 1.050 m de altitude, em Latossolo Vermelho-Amarelo
areno-argiloso. No campo, havia 59 plantas dispostas em duas fileiras, sendo a primeira
com 48 plantas e a segunda com 11 plantas RC4, entre fileiras de P. edulis comercial e de
outras espécies silvestres, todas infectadas por virose.

As avaliacdes da severidade de virose nessas plantas foram realizadas em duas
épocas (novembro de 2006 e janeiro de 2007). A primeira avaliagdo foi feita quando as
plantas tinham 18 meses de idade.

Em novembro foram avaliadas 47 plantas e em janeiro o nimero de plantas
avaliadas reduziu para 45, as demais morreram durante a execugdo do experimento.

Para essa avaliacdo, coletou-se, ao acaso, dez folhas em desenvolvimento de
brotagdes novas de cada planta RC4. Além das plantas RC4, foram avaliadas trés plantas
do genitor recorrente, P. edulis f. flavicarpa, e trés plantas do genitor resistente, P. setacea.
Para cada folha, foram atribuidas notas (Tabela 1.1) de acordo com os sintomas
observados, referente a classificacdo: resistente (R), medianamente susceptivel (MS),
susceptivel (S) e altamente susceptivel (AS). A Figura 1.1 exemplifica as folhas avaliadas

de acordo com a nota atribuida.
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Tabela 1.1 - Nota atribuida a cada folha de acordo com o sintoma observado

Nota atribuida

Sintoma observado

4

sem sintoma de mosaico (R)'
mosaico leve, sem deformagdes foliares (MS)"
mosaico intenso, sem deformagdes foliares (S)™

mosaico severo, bolhas e deformagdes foliares (AS)iV

Fonte: Junqueira et al. (2003) com modificagdes

' (R) = Resistente

i (MS) = Medianamente susceptivel

iii

(S) = Susceptivel

Y (AS) = Altamente susceptivel

Figura 1.1 - Folhas classificadas de acordo com a escala da tabela 1.1.a= 1,b=nota 2, ¢
=nota 3 e d = nota 4. Embrapa Cerrados/2007.
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Ap6s atribuir as notas para cada folha, calculou-se a média de cada planta. Com
base nessa média obteve-se o gréfico da severidade da virose do endurecimento dos frutos

nas plantas RC4 e nos seus respectivos genitores (Figuras 1.2 e 1.3).

Obtencao das plantas RC5

Os retrocruzamentos para obter a geragdo RCS5 (Plantas RC4 x P.edulis f.
flavicarpa) foram realizados por cruzamentos artificiais, nos meses junho e julho de 2006.
Plantas RC4 com maior resisténcia a virose e geneticamente mais préximas do genitor
recorrente com base em marcadores moleculares foram utilizadas.

Em novembro de 2006, na casa de vegetacdo da Embrapa Cerrados, as sementes
dos frutos gerados foram plantadas em duas bandejas de poliestireno extendido de 72
células, também semeou-se uma bandeja de P. edulis e uma de P. setacea. Utilizou-se,
para o plantio, o substrato artificial Plantmax®, 2 base de vermiculita + casca de Pinus sp. €
duas sementes por célula. Algumas mudas foram utilizadas para a inoculacdo mecénica de
virus e outras foram levadas para o campo.

As mudas, no primeiro més, foram adubadas com Osmocote® (férmula NPK 14-14-
14), um fertilizante de liberacdo lenta, e dois meses apds a semeadura, foram

transplantadas para sacos preto de polietileno, perfurado, de 10 x 17 cm de dimens&o.

Avaliacao de virose nas plantas RC5

As mudas obtidas pelo retrocruzamento foram transplantadas para o campo em
margco de 2007. A drea escolhida para o plantio encontrava-se contaminada pelo fungo
Fusarium solani, causador da podriddo do pé ou podriddo do coleto. Plantou-se uma fileira
de 40 covas de plantas RCS e metade de uma fileira (20 covas) de plantas P. edulis. Foram
utilizadas duas mudas por cova, eliminando-se posteriormente, a planta menos vigorosa.

O sistema de condugdo adotado foi o espaldeira, onde as plantas foram conduzidas
na forma vertical, de forma semelhante a uma cerca (Fachinello et al., 1996). O
espacamento de plantio utilizado foi de 2,5 x 2,5 m. A adubacdo foi realizada de acordo
com as recomendagdes propostas por Junqueira et al. (1999). As plantas receberam, nas
fases de crescimento e producdo, os tratos culturais que se fizeram necessdrios, tais como
podas, tutoramento, controle de plantas daninhas e tratamentos fitossanitarios.

A irrigagdo no local foi feita por gotejamento, um sistema de irrigacdo
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caracterizado por aplicar a 4gua no solo, diretamente sobre a regido radicular, em pequenas
intensidades, porém, em alta freqii€éncia, de modo que mantenha a umidade do solo na zona
radicular préximo a capacidade de campo (Bernardo, 1995).

As avaliacdes de severidade da virose nessas plantas foram feitas em setembro e
novembro de 2007. A metodologia utilizada para essa avaliacdo foi igual a usada para as
plantas RC4.

A inoculacdo mecanica de virus foi realizada em maio de 2007, em 60 plantas RC5
e 26 plantas testemunhas (20 plantas P.edulis e 6 plantas P.setacea).

O in6culo para a transmissdo mecanica foi preparado no almofariz com auxilio de
um pistilo através de maceragcdo do material foliar infetado (obtido na casa de vegetagdo de
Fitopatologia da Embrapa Cerrados) na propor¢do de 2 g de tecido (folha) para 10 ml de
solugdo tampdo fosfato de sédio 0,1 M, pH 7,0. Em seguida, polvilhou-se uma pequena
quantidade de “celite” (abrasivo mecénico) nas folhas sadias das plantas. O virus foi
inoculado, friccionando as partes superiores das folhas com o dedo, onde continha o
extrato. Foram inoculadas duas folhas por planta, utilizando-se preferencialmente as mais
novas. Aproximadamente, 5 minutos apds a inoculacdo, as plantas foram lavadas, a fim de
que o abrasivo ndo prejudicasse a fotossintese das folhas inoculadas.

Ap6s 30 dias, foi realizada uma avaliag¢@o de incidéncia da virose nessas plantas.
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RESULTADOS E DISCUSSAO
Avaliacao dos sintomas de virose nas plantas RC4

Os resultados da primeira avaliagdo da severidade das plantas RC4, em condicdes
de campo sdo apresentados na Figura 1.2. Verifica-se a alta suscetibilidade do genitor
recorrente P. edulis f. flavicarpa (nota média de 3,9) e a resisténcia do genitor P. setacea
(nota média de 1,7). Com relacdo as plantas RC4, verifica-se uma suscetibilidade
semelhante ao genitor recorrente (nota média de 3,7). Por outro lado, 62% das plantas
vivas (20% das plantas morreram durante a condug¢do do experimento) apresentaram
severidade da virose menor que a apresentada pelo genitor recorrente. As plantas RC4 10,
15, 23, 26 e 28 apresentaram notas médias de severidade iguais ou inferiores a 3 (menor

média comparando-se os dois meses avaliados).

Severidade
[
[
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Plantas RC4 e genitores

Figura 1.2 - Severidade da virose do endurecimento dos frutos em plantas RC4, no genitor
recorrente (Passiflora edulis f. flavicarpa) e no genitor resistente (Passiflora setacea). A
avaliacdo foi feita em novembro de 2006, utilizando escala de notas de 1 a 4, sendo 1 =
sem sintoma de mosaico; 2 = mosaico leve e sem deformagdes foliares; 3 = mosaico
intenso e sem deformagdes foliares e 4 = mosaico severo, bolhas e deformacdes foliares.
Para cada planta RC4 foi calculada uma média das 10 folhas avaliadas. Embrapa
Cerrados/2006.

Os resultados da segunda avaliagdo da severidade das plantas RC4, em condicdes
de campo sdo apresentados na Figura 1.3. Esta avaliagdo confirma a alta suscetibilidade do
genitor recorrente P. edulis f. flavicarpa (nota média de 3,9) e a resisténcia do genitor P.
setacea (nota média de 1,6) (Figura 1.4). Com relag@o as plantas RC4, como na primeira
avaliagdo, verifica-se uma suscetibilidade semelhante ao genitor recorrente (nota média de
3,7). A porcentagem das plantas que morreram durante a condugdo do experimento

aumentou para 24% e a das que apresentaram severidade da virose menor que a
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apresentada pelo genitor recorrente diminuiu para 56%. As plantas RC4 1, 3, 5, 21 e 22
apresentaram notas médias de severidade iguais ou inferiores a 3.

Verifica-se as plantas mais resistentes em novembro de 2006 foram diferentes das
plantas mais resistentes em janeiro de 2007. A explicacdo para este fato pode ser
deficiéncias na acuricia e precisdo do método de avaliagdo ou uma mudanca no fendtipo
de cada planta RC4 ao longo do tempo e a pequena diferenca do nivel de resisténcia das
plantas, além das condi¢des edafocliméticas.

Segundo Laranjeira (2005), para uma boa avaliacdo deve-se considerar quatro
atributos basicos (acurdcia, precisdo, reprodutibilidade e eficiéncia). Os dois primeiros
atributos referem-se a qualidade da avaliag@o, o terceiro diz respeito a possibilidade de
mais grupos de pesquisa utilizarem os mesmos métodos e o dltimo atributo refere-se ao
balango entre a qualidade e o tempo de execucdo. A acurdcia é a medida de qudo proximo
ao real estdo as estimativas de um dado avaliador e precisdo € a medida dos desvios de
avaliagdo em relagdo as estimativas do préprio avaliador, ou seja, a precisdo diz respeito a
quanto um avaliador erra ao avaliar amostras do mesmo valor.

Na média das duas avaliagOes, as plantas que apresentaram as menores notas (<3,4)

foram 1, 3, 5, 22 e 28.
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Plantas RC4 e genitores

Figura 1.3 - Severidade da virose do endurecimento dos frutos em plantas RC4, no genitor
recorrente (Passiflora edulis f. flavicarpa) e no genitor resistente (Passiflora setacea). A
avaliacdo foi feita em janeiro de 2007, utilizando escala de notas de 1 a 4, sendo 1 = sem
sintoma de mosaico; 2 = mosaico leve e sem deformacdes foliares; 3 = mosaico intenso e
sem deformagdes foliares e 4 = mosaico severo, bolhas e deformacdes foliares. Para cada
planta RC4 foi calculada uma média das 10 folhas avaliadas. Embrapa Cerrados/2007.

Figura 1.4 - Genitor recorrente P. edulis f. flavicarpa (A) e genitor resistente P. setacea
(B) evidenciando a suscetibilidade e resisténcia a virose do endurecimento dos frutos.
Embrapa Cerrados/2007.
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Avaliacao dos sintomas de virose nas plantas RCS

As Figuras 1.5 e 1.6 foram obtidas a partir das médias da severidade de virose do
endurecimento dos frutos de dez folhas das 40 plantas RCS5, 20 plantas de P. edulis e de
tr€s plantas de P. setacea, nos meses de setembro e novembro de 2007.

Na avaliagdo feita em setembro de 2007, o genitor recorrente apresentou a média
2,7, o genitor resistente 1,4 e as plantas RC5 2,0. Todas as médias das plantas RC5 nessa
avaliacdo foram menores que a média (2,7) do genitor P. edulis.

Em novembro de 2007, verificou-se a média de 3,1 em P. edulis, 1,3 no P. setacea
e 2,7 nas plantas RC5. Nao foi possivel avaliar a planta 14 desse retrocruzamento pelo fato
dela estar desfolhada. Das 39 plantas RC5 avaliadas, observou-se que, em geral, a média
dessas plantas foi maior que as médias avaliadas em setembro e 77% apresentaram
severidade de virose menor que média do genitor recorrente (3,1).

Na média das duas avaliagdes em RCS5, a menor nota foi 1,9 e 35% das plantas
avaliadas em setembro apresentaram notas menores ou iguais a média do genitor
recorrente. J4 na avaliagdo de novembro de 2007, apenas uma planta teve nota menor ou
igual a 1,9 (planta 40). As plantas RC5 classificadas como menos susceptiveis ao virus do
endurecimento dos frutos foram 2, 3, 4, 5, 6, 7, 9, 11, 12, 16, 19, 20, 23, 27, 39 e 40 por
apresentarem média inferior a 2,3 (menor média de P. edulis nas duas avalia¢des).

Esses resultados confirmam os resultados obtidos na avaliagdo das plantas RC4,
demonstrando a alta susceptibilidade das plantas P. edulis a virose do endurecimento dos
frutos, a resisténcia da espécie P. setacea e a semelhanga das plantas RCs com o genitor
recorrente. Abreu (2006) também verificou susceptibilidade ao virus do endurecimento dos
frutos em seis gendtipos (EC-3-0, EC-L-7, Gigante Amarelo, RC-03, Redonddo e Rubi
Gigante) de maracujazeiro-azedo.

Esses resultados foram contrastantes em relacdo a avaliag@o da severidade do virus
do endurecimento dos frutos (Passionfruit Woodiness Virus — PWV) realizada por Miranda
(2004) em 50 gendtipos de maracujazeiro-azedo, seguindo também uma escala de notas de
1 a 4. Desses gendtipos, 14 apresentaram-se resistentes (nota 1) e 36 foram considerados
moderadamente resistentes (nota 2).

Alguns autores (Junqueira et al., 2003; Nascimento, 2003; Sousa, 2005) que
trabalham com vdrias cultivares comerciais de maracuji-azedo, nio constataram graus de
resisténcia que pudessem oferecer resultados satisfatdrios no controle de virose, bacteriose,

antracnose e septoriose. Esses autores verificaram que a variabilidade para resisténcia a
48



essas doengas, entre as cultivares comerciais estudadas, é muito baixa. Junqueira et al.
(2005) verificou resisténcia a virose nas folhas na espécie P. setacea e em plantas F1 do
mesmo cruzamento base utilizado neste trabalho. Na geragdo RC1 as plantas foram
classificadas como susceptiveis e a partir de RC2 a classificagdo foi de altamente
susceptivel.

Desse modo, acredita-se que resisténcia das plantas & virose foi diluida durante os
retrocruzamentos conforme verificado por Junqueira et al. (2005) chegando a graus de
susceptibilidade similares aos observado no recorrente, o que pode ser devido a natureza
quantitativa ou poligénica dessa resisténcia. Por outro lado, foram identificadas plantas
RC5 em niveis de resisténcia maiores que o genitor recorrente. Além disso, estas plantas
RCS5 tem um potencial de resisténcia a fusariose ou murcha (Fusarium oxysporum f. sp.
passiflorae), uma doenca de grande expressdo econOmica, principalmente na regido
Nordeste, a qual estd sendo avaliada dentro do programa de melhoramento genético
(Junqueira et al., 2006).

Na inoculacdo, em condi¢des controladas, o virus incidiu em 100 % das 60 plantas
RC5 e 20 plantas P.edulis. Entretanto, ndo contaminou nenhuma planta P. setacea,
confirmando a resisténcia dessa espécie em relacdo a espécie comercial e a geracdo de
retrocruzamentos.

Ao avaliar em casa-de-vegetacdo, a incidéncia de sintomas de virose do
endurecimento dos frutos em 62 materiais de nove genotipos superiores de maracuja-
azedo, Pinto (2002) ndo observou diferencas estatisticas entre os genotipos, embora alguns
genotipos tenham apresentado menor porcentagem de plantas doentes. Ledo (2001) e Pinto
(2002) em seus trabalhos com inoculacdo de mudas, observaram correlagdo positiva entre
incidéncia e severidade, indicando que quanto maior a incidéncia maior a severidade e
vice-versa. Também verificaram grande variabilidade na resposta dos gendtipos ao virus
devido a concentracdo do PWV e pela heterogeneidade genética do género Passiflora
(Novaes e Rezende, 1999). Viana (2007) também observou correlacdo positiva entre
incidéncia e severidade, em seu trabalho de inoculacdo mecanica do virus CABMV em

maracujazeiro-azedo.

49



Severidade
n

~ 8 ¢ ¥ ;M e N ® S~ O ;M ¥ YN ® O~ N &Y e N2 S ~ & ;¥ N0 N o D =~
—————————— § & & & dd S d S F s e s a6 6 F 5

S 3 2T 885 PSSl S
& L AL LA 8

Plantas RC5 e genitores

Figura 1.5 - Severidade da virose do endurecimento dos frutos em plantas RC5, no genitor recorrente (Passiflora edulis f. flavicarpa) e no
genitor resistente (Passiflora setacea). A avaliagio foi feita em setembro de 2007, utilizando escala de notas de 1 a 4, sendo 1 = sem sintoma
de mosaico; 2 = mosaico leve e sem deformacdes foliares; 3 = mosaico intenso e sem deformagdes foliares e 4 = mosaico severo, bolhas e
deformacdes foliares. Para cada planta RC5 foi calculada uma média das 10 folhas avaliadas. Embrapa Cerrados/2007.
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Plantas RC5 e genitores

Figura 1.6 - Severidade da virose do endurecimento dos frutos em plantas RC5, no genitor recorrente (Passiflora edulis f. flavicarpa) e no
genitor resistente (Passiflora setacea). A avaliagdo foi feita em novembro de 2007, utilizando escala de notas de 1 a 4, sendo 1 = sem sintoma
de mosaico; 2 = mosaico leve e sem deformacdes foliares; 3 = mosaico intenso e sem deformagdes foliares e 4 = mosaico severo, bolhas e
deformacgdes foliares. Para cada planta RC5 foi calculada uma média das 10 folhas avaliadas. Embrapa Cerrados/2007.
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CONCLUSOES

A severidade da virose do endurecimento dos frutos nas populagdes RC4 e RC5
avaliadas em condicdes de campo foi muito préxima da severidade verificada no genitor
recorrente, embora algumas plantas tenham se destacado como menos suscetiveis.

Como verificado nas populagdes RC4 e RCS, o grau de resisténcia a virose do
genitor P. setacea, embora transferido eficientemente para as plantas Fl, diminuiu ao
longo dos ciclos de retrocruzamentos, possivelmente pelo fato de ser uma resisténcia de
heranca quantitativa.

Confirmou-se, com base na inoculagdo mecanica, a resisténcia do genitor silvestre

P.setacea e a susceptibilidade do genitor recorrente e das plantas RCS,
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CAPITULO 2

CARACTERIZACAO DE PLANTAS RC4 E RC5 DE MARACUJAZEIRO-AZEDO
E QUANTIFICACAO DA RECUPERACAO DO GENOMA RECORRENTE POR
MEIO DE MARCADORES RAPD
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CARACTERIZACAO DE PLANTAS RC4 E RC5 DE MARACUJAZEIRO-AZEDO
E DA RECUPERACAO DO GENOMA RECORRENTE POR MEIO DE
MARCADORES RAPD

RESUMO - O Brasil é o maior produtor de maracujd, entretanto, tem-se observado, nos
ultimos anos, redu¢@o na produtividade do maracujazeiro devido, principalmente, a fatores
fitossanitarios. O desenvolvimento de variedades resistentes a doencas é de extrema
importancia, sendo uma das atuais demandas para a pesquisa. A transferéncia de genes de
resisténcia de espécies silvestres para as comerciais tem sido feita, na Embrapa Cerrados,
por meio de hibrida¢des interespecificas seguidas de um programa de retrocruzamentos
auxiliados por marcadores moleculares. Dentro deste programa, objetivou-se, neste,
caracterizar plantas RC4 e RC5 [(P.edulis x P.setacea)x P.edulis] e verificar a recuperacio
do genoma recorrente com base em marcadores RAPD. A caracterizagdo das plantas foi
realizada no Laboratério de Genética e Biologia Molecular da Embrapa Cerrados.
Selecionou-se 17 plantas RC4 e 16 plantas RCS5 menos susceptiveis a virose do
endurecimento dos frutos. Utilizou-se também folhas de trés plantas P. setacea e P. edulis.
Amostras de DNA de cada material genético foram amplificadas para obtencdo de
marcadores RAPD. Foram utilizados 12 primers decameros (OPD 02, OPE 09, 16 e 18,
OPF 14 e 17, OPG 05 e 17 e OPH 08, 14, 16 e 17) para as plantas RC4 e 13 (OPD 02 el9,
OPE 09 e 16, OPF 17, 18 E 20, OPG 03 e 15 e OPH 04, 08, 14 e 17) para as plantas RCS5.
Os marcadores RAPD gerados foram convertidos em uma matriz de dados binarios para
estimar as distancias genéticas entre as diferentes plantas RC e os genitores recorrente (P.
edulis) e resistente (P. setacea). Verificou-se uma alta porcentagem de marcadores
polimérficos em conseqiiéncia do cruzamento base interespecifico. A menor similaridade
genética foi obtida entre as espécies P. edulis e P.setacea, evidenciando a grande distancia
genética dessas espécies. Na geracdo RC4, a maior similaridade genética (0,91) foi
observada entre a planta 5 e o genitor recorrente P.edulis. Na geracdo RC5, a maior
similaridade genética (0,96) foi obtida entre o genitor recorrente e a planta 9.
Confirmando-se o que se esperava, com base em marcadores do DNA, as plantas RC5
apresentaram maior recupera¢do do genitor recorrente quando comparado com as plantas
RC4. As plantas RCS 2, 6, 9 e 16 foram selecionadas por apresentarem, além da maior
resisténcia a virose, maior recuperacio do genoma recorrente.

Palavras-chave: retrocruzamentos, marcadores moleculares, similaridade genética,
P.edulis £. flavicarpa e P.setacea.
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CHARACTERIZATION OF SOUR PASSION FRUIT PLANTS RC4 AND RCS
AND OF THE RECOVERY OF RECURRENT GENOME BASED ON RAPD
MARKERS

ABSTRACT - Brazil is the largest producer of passion fruit, however, it has been
observed in recent years, a reduction in the productivity due, mainly, to phytosanitary
factors. The development of varieties resistant to diseases is extremely important and is
one of the current demands for the research. The transfer of resistance genes from wild to
commercial species has been made at Embrapa Cerrados through interspecific
hybridations, followed by a backcrossing molecular marker-assisted program. In this
program, the goal was to characterize plants RC4 and RCS5 [(P. edulis x P. setacea) x P.
edulis] and to verify the recovery of recurrent genome based on RAPD markers. The
characterization of the plants was carried on at Embrapa Cerrados Laboratory of Genetics
and Molecular Biology. There were selected 17 RC4 plants and 16 RCS5 plants less
susceptible to the woodiness virus. It was also used leaves of three plants P. setacea and P.
edulis. DNA samples of each genetic material were amplified to obtain RAPD markers.
There were used 12 decamer primers (OPD 02, OPE 09, 16 and 18, OPF 14 and 17, OPG
05 and 17 and OPH 08, 14, 16 and 17) for plants RC4 and 13 (OPD 02 and 19, OPE 09 and
16, OPF 17, 18 and 20, OPG 03 and 15 and OPH 04, 08, 14 and 17) for plants RC5. The
RAPD markers generated were converted into a matrix of binary data to estimate the
genetic distances from different plants RC, and the recurrent (P. edulis) and resistant
genitors (P. setacea). There was a high percentage of polymorphic markers as a result of
interspecific base crossing. The smallest genetic similarity was obtained between species
P. edulis and P. setacea, highlighting the large genetic distance of these commercial and
wild varieties, respectively. In generation RC4, the major genetic similarity (0.91) was
observed between plant 5 and the recurrent genitor P. edulis. In generation RCS5, the major
genetic similarity (0.96) was obtained between the recurrent genitor and plant O.
Confirming what was expected, based on DNA markers, plants RC5 showed greater
recovery of recurrent genitor compared with plants RC4. Plants RC5 2, 6, 9 and 16 had
been selected for presenting greater viruses resistance, besides greater recovery of
recurrent genome.

Keywords: backcrossing, molecular markers, genetic similarity, P. edulis f. flavicarpa and
P. setacea.
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INTRODUCAO

O cultivo do maracuja tem evoluido muito rapidamente no Brasil, sendo cultivado
em quase todo territdrio nacional. Entretanto, tem-se observado, nos tltimos anos, reducio
na produtividade do maracujazeiro devido, principalmente, & ocorréncia de doengas nessa
cultura, depreciando a qualidade do fruto, e conseqiientemente diminuindo o seu valor
comercial. Para modificar este quadro, o desenvolvimento de variedades resistentes a
doencas € de extrema importincia, sendo uma das atuais demandas para a pesquisa (Faleiro
et al., 2005; Faleiro et al. 2006).

O melhoramento do maracujazeiro estd diretamente relacionado ao fruto,
focalizando trés pontos principais: melhoramento visando atender as exigéncias do
mercado “qualidade”, aumento da produtividade e resisténcia a doengas (Pio Viana &
Gongalves, 2005).

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

Espécies silvestres de maracuja sdo alternativas para a ampliagdo da base genética
da resisténcia, entretanto, trabalhos de melhoramento genético sdo necessdrios para
combinar a resisténcia com caracteristicas de produtividade e qualidade de frutos. A
transferéncia de genes de resisténcia de espécies silvestres para as comerciais tem sido
feita, na Embrapa Cerrados, por meio de hibridacdes interespecificas seguidas de um
programa de retrocruzamentos auxiliados por marcadores moleculares (Faleiro et al.,
2004a, Faleiro et al., 2004b).

A utilizacdo de marcadores moleculares em programas de introgressdo de genes por
retrocruzamento € o exemplo mais concreto de melhoramento genético assistido por
marcadores (Guimardes & Moreira, 1999). O objetivo € utilizar marcadores moleculares
distribuidos ao longo de todo o genoma para genotipar plantas obtidas por
retrocruzamentos (RC) juntamente com o genitor recorrente. A escolha dos marcadores a
serem utilizados pode ser feita por acaso ou pode-se utilizar dados de mapeamento
genético para selecionar aqueles uniformemente distribuidos ao longo dos grupos de
ligacdo. Apds a genotipagem das plantas RC e do genitor recorrente, aquelas que possuem
o gene que estd sendo introduzido e constituigdo genética mais proxima do genitor

recorrente, sao selecionadas para o préximo ciclo de retrocruzamentos (Faleiro, 2003).
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Tais marcadores tém sido propostos para auxiliar a recuperacdo do genoma
recorrente por meio da metodologia de genétipos graficos (Young & Tanksley, 1989).
Dessa forma, o nimero de retrocruzamentos necessirios para a recuperagdo do fendtipo
recorrente € reduzido de forma acentuada, acelerando o desenvolvimento de variedades
melhoradas (Openshaw et al., 1994).

Neste trabalho, objetivou-se caracterizar plantas RC4 e RCS5 e verificar a
recuperacdo do genoma recorrente por meio de RAPD (Random Amplified Polymorphic

DNA).
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MATERIAL E METODOS

A caracterizacdo das plantas RC4 e RCS5, utilizando marcadores RAPD foi
realizada no Laboratério de Genética e Biologia Molecular da Embrapa Cerrados,

Planaltina-DF.

A partir de uma populagdo original de 59 plantas RC4, foram selecionadas 17
plantas (Tabela 2.1) com base na resisténcia a virose. No caso da populacdo RCS, foram
caracterizadas 16 plantas (Tabela 2.2) de uma populagdo de 40 plantas, selecionadas com
base nos resultados de maior nivel de resisténcia a virose do endurecimento dos frutos
obtidos no capitulo 1 deste trabalho. As plantas RC4, RCS5 e seus genitores (Passiflora
edulis f. flavicarpa e Passiflora setacea) foram caracterizadas com base nos marcadores
moleculares. Folhas em estdgio intermedidrio de maturacdio de cada material genético
foram coletadas e o DNA gendmico foi extraido a partir do método CTAB modificado
(Faleiro et al., 2003) e validado por Bellon et al. (2007). A concentracado e a quantidade do
DNA foram estimadas por espectrofotometria a 260 nm (Sambrook et al., 1989) e a relacdo
A260/A280 utilizada para avaliar a pureza e qualidade do DNA extraido.

Amostras de DNA de cada material genético foram amplificadas para obtenc¢do de
marcadores RAPD. As reagdes de amplificacdo foram feitas em um volume total de 13 uL,
contendo Tris-HCI 10 mM (pH 8,3), KCl 50 mM, MgClI2 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 7Taq polimerase e,
aproximadamente, 15 ng de DNA. Foram utilizados os primers decameros OPD (02), OPE
(09, 16 e 18), OPF (14 e 17), OPG (05 e 17) e OPH (08, 14, 16 e 17) para as plantas RC4
(Tabela 2.3) e OPD (02 e19), OPE (09 e 16), OPF (17, 18 E 20), OPG (03, e 15) e OPH
(04, 08, 14 e 17) para as plantas RC5 (Tabela 2.5).

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

corrida, os géis foram fotografados sob luz ultravioleta.
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Os marcadores RAPD gerados foram convertidos em uma matriz de dados bindrios,

a partir da qual estimou-se as distancias genéticas entre as diferentes plantas RC e os

genitores recorrente e resistente, com base no complemento do coeficiente de similaridade

de Nei e Li (1979), utilizando-se o Programa Genes (Cruz, 1997). A matriz de distancias

genéticas foi utilizada para realizar andlises de agrupamento por meio de dendrograma,

utilizando-se o 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).

Tabela 2.1 - Plantas RC4 analisadas. Embrapa Cerrados/2007.

Numero |Plantas
1 RC4 P1
2 RC4 P3
3 RC4 P5
4 RC4 P13
5 RC4 P21
6 RC4 P22
7 RC4 P28
8 RC4 P33
9 RC4 P42
10 RC4 P43
11 RC4 P44
12 RC4 P45
13 RC4 P50
14 RC4 P53
15 RC4 P54
16 RC4 P56
17 RC4 P59
18 P. edulis (GA-2, AR-1, EC2-0O)
19 P. setacea (CPAC M-12-03)
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Tabela 2.2 - Plantas RC5 analisadas. Embrapa Cerrados/2007.

P. edulis (GA-2, AR-1, EC2-0O)

Nimero |Plantas
1 RC5 P2
2 RC5 P3
3 RC5 P4
4 RC5 P5
5 RC5 P6
6 RC5 P7
7 RC5 P9
8 RC5 P11
9 RC5 P12
10 RC5 P16
11 RC5 P19
12 RC5 P20
13 RC5 P23
14 RCS5 P27
15 RC5 P39
16 RC5 P40
17
18

P. setacea (CPAC M-12-03)

Para complementar a caracterizagdo das plantas RC, foram avaliados a massa fresca

média e o teor médio de s6lidos soliveis (°Brix) dos frutos das plantas RC4 e RCS.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Plantas RC4

A vpartir dos 12 primers decameros, foram gerados 146 marcadores RAPD,

obtendo-se a média de 12,2 marcadores por primer. Do total de marcadores, 117 (80,14 %)

foram polimérficos (Tabela 2.3), fato que pode ser explicado pela diferenca genética da
populacdo RC4 em relagdo ao genitor resistente (P. setacea). A origem das plantas RC4 de
um cruzamento base interespecifico também explica a alta porcentagem de marcadores

polimdrificos. A similaridade genética entre as plantas RC4 e seus genitores variaram entre

0,38 € 0,91 (Tabela 2.4). 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 planta5 da geragdo RC4 e genitor recorrente P. edulis f. flavicarpa.

Tabela 2.3 - Primers utilizados para obtencao dos marcadores RAPD e respectivos

ndmero de bandas polimérficas e monomérficas. Embrapa Cerrados/2007.

N° de bandas N° de bandas
Primer Seqiiéncia 5°—>3"  polimérficas monomérficas
OPD-02 GGACCCAACC 2 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 5
Total 117 29
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Tabela 2.4 - Matriz de similaridade entre 17 plantas RC4 e seus genitores Passiflora edulis
e P. setacea, calculadas com base no coeficiente de Nei e Li, utilizando-se 146 marcadores

RAPD. Embrapa Cerrados/2007.
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Na andlise de agrupamento com base nas distidncias genéticas (Figura 2.1), como

esperado, verificou-se a formacdo de um grupo contendo o genitor recorrente e as plantas

RC4 e outro contendo o genitor resistente.

RC4 P1
RC4 P2
RC4 P13
RC4 P33
RC4 P42
RC4 P43
RC4 P44
RC4 Pda
RC4 P21
RC4 P22
RC4 P28
RC4 PAO
RC4 PR3
RC4 PAR4
RC4 PAE
RC4 P&
F. edulis
RC4 P59
P. setacea

0

—
— I

—

a
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0z

03

Disténcia genética

0.4

05 (1))

Figura 2.1 - Andlise de agrupamento de 17 plantas RC4 e seus genitores Passiflora edulis
e P. setacea, com base na matriz de distdncias genéticas calculadas utilizando-se 146
marcadores RAPD. O método do UPGMA foi utilizado como critério de agrupamento.

Embrapa Cerrados/2007.
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A dispersdo grafica com base na matriz de distancias genéticas (Figura 2.2)
demonstra a separacdo dos genitores, que se localizam em pontos extremos do grafico além
da aproximacdo da populagio RC4 em relagdo ao P. edulis (genitor recorrente). Este

grifico ilustra o processo de recuperagdo do genoma recorrente pelo programa de

retrocruzamentos.
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Figura 2.2 - Dispersdo grafica de 17 plantas RC4 e seus genitores Passiflora edulis e P.
setacea com base na matriz de distdncias genéticas calculadas utilizando-se 146
marcadores RAPD. Os ndmeros correspondem aos acessos da Tabela 2.1. Embrapa

Cerrados/2007.

Em RC4, teoricamente, espera-se uma recupera¢do 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 € modificar, a cada ciclo de retrocruzamentos, a
variedade comercial dentro da espécie P. edulis f. flavicarpa. As variedades utilizadas no
programa sdo GA-2, AR-1 e EC2-0. Esta alternancia do genitor recorrente explica a menor
recuperacdo do genoma recorrente nas plantas RC4.

Esse fato pode ser verificado na Figura 2.3 que mostra as similaridades genéticas

das plantas RC4 e do genitor resistente em relagdo ao genitor recorrente. A média de

recuperagdo do genitor recorrente GA-2 foi de 84,4% nas plantas RC4. As plantas RC4
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mais préximas do genitor recorrente foram as 5, 22 e 44.
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ao genitor recorrente P. edulis

Similaridade genética em relacao
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1 3 5 13 21 22 28 33 42 43 44 45 50 53 54 56 59 Ps

Plantas RC4 e P. setacea

Figura 2.3 - Similaridade genética de 17 plantas RC4 e do genitor resistente P. setacea em
relacdo ao genitor recorrente P. edulis GA-2. Embrapa Cerrados/2007

Plantas RC5

Os 14 primers decameros geraram o total de 120 marcadores RAPD, perfazendo
uma média de 8,6 marcadores por primer. Dos 120 marcadores, apenas 34 (28,3 %) foram
monomorficos (Tabela 2.5). Observa-se um alto polimorfismo principalmente pelo fato das
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. Segundo Ganga et al.
(2004), um dos fatores que podem explicar a elevada diversidade genética no
maracujazeiro € o fato da maioria das espécies serem alégamas, com presenca de um
sistema genético de autoincompatibilidade que favorece a polinizacdo cruzada e,
conseqiientemente, o fluxo génico entre genétipos distintos da mesma espécie ou de
espécies diferentes.

As distancias genéticas entre as plantas RCS e seus genitores variaram entre 0,33 e
0,96 (Tabela 2.6). 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 distidncia genética

(0,33) foi observada entre as espécies P. setacea e P.edulis. A menor distancia genética
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(0,96) foi obtida entre a planta RC5 9 e o genitor recorrente (P.edulis f. flavicarpa).

Tabela 2.5 - Primers utilizados para obtencdo dos marcadores RAPD e respectivos
ndmeros de bandas polimérficas e monomorficas. Embrapa Cerrados/2007.
N°de bandas  N° de bandas
Primer Seqiiéncia 5’—3"  polimérficas  monomoérficas

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
Total 86 34

* ndo amplificou o P. setacea

Tabela 2.6 - Matriz de similaridade entre 16 plantas RC5 e seus genitores Passiflora edulis
e P. setacea, calculadas com base no coeficiente de Nei e Li, utilizando-se 120 marcadores
RAPD. Embrapa Cerrados/2007

N 2 3 4 5 6 7 9 M 12 16 19 D 2B Z I 0 R B

2 .
3 0® -
4 0® 0% -

5 0% 0% 0% -

6 0% 0% 0B OHA -

7 02 0W 0HU¥ OH 0B -

9 0B 097 0% 0B 0B 0B -

1 0% 0H 0 0HU¥ 0HU 0B 0B -

12 089 0% 04 00 0L 0B 0B 0B -

16 0% 097 0B 0% 0B 0BV 097 097 OHA -

19 02 0H 0H 0% 0B 0B 0B 0H OX 097 -

20 091 05 0 0% 0B 0B 097 0B 00X 0B 0B -

2 08 0% 090 091 0B 0% 0B 0V 080 0HA 08 0H -

2Z7 0B 0B 0B 0% 097 097 0H 0B 097 0% 0B 0B 0HU -

P 0% 00 088 0B 0B 080 02 091 00X 0B 08 0B 039 0B -

40 08 091 02 0B OX 091 0B 0LV 0BV 091 00 091 091 O0H 091 -

P 0% 02 00 02 094 091 0% 0B 08 0 00 00X 0*L 0X 0B 0O

Ps 037 040 040 039 037 038 036 038 041 037 03 040 037 041 043 040 033 -

Verifica-se, na andlise de agrupameto (Figura 2.4), a formacdo 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
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populacdes RC4 (Figura 2.1) e RC5 (Figura 2.4) verifica-se que a distdncia genética dentro
do grupo de plantas RC4 é maior que a distancia dentro do grupo de plantas RCS5, o que era
esperado considerando o sucesso da recuperacdo do genoma recorrente, dentro do

programa de retrocruzamentos.
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RCE P27
RCE& F4
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F. zetacea
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Distdncia genética

Figura 2.4 - Analise de agrupamento de 16 plantas RC5 e seus genitores Passiflora edulis
e P. setacea, com base na matriz de distancias genéticas calculadas utilizando-se 120
marcadores RAPD. O método do UPGMA foi utilizado como critério de agrupamento.

Ao comparar a dispersdo gréfica baseada na matriz de distancias genéticas das 16
plantas RC5 e seus genitores (Figura 2.5) com a mesma figura obtida para as 17 plantas
RC4 e seus genitores (Figura 2.2), observa-se a maior aproximacdo das plantas RC5 em
relacdo ao genitor recorrente, além da maior uniformidade de distribuicdo dessas plantas e
0 genitor resistente no outro ponto extremo da figura. Também pode-se observar isso na
Figura 2.6 onde hd maior similaridade genética da geracdo RC5 em relacdo ao genitor
recorrente, diferentemente do que ocorre com o genitor resistente.

As hibridacdes inter-especificas e do programa de retrocruzamentos foram
confirmadas com base em marcadores moleculares RAPD. Outra utilidade dos marcadores
moleculares tem sido o acompanhamento e a recuperacdo mais rdpida do genitor recorrente
(Faleiro et al., 2007). Dessa maneira, verifica-se que as plantas 2, 6, 9 e 16 (Figura 2.6) sao

as mais proéximas do genitor recorrente, sendo, portanto selecionadas como plantas mais

69



promissoras para serem genitoras de proximos cruzamentos.
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Figura 2.5 -Dispersdo grafica de 16 plantas RC5 e seus genitores Passiflora edulis e P.
setacea com base na matriz de distdncias genéticas calculadas utilizando-se 120
marcadores RAPD. Os nimeros correspondem aos acessos da Tabela 2.2. Embrapa
Cerrados/2007.
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Figura 2.6 - Similaridade genética de 16 plantas RC5 e do genitor resistente P. setacea em
relacdo ao genitor recorrente P. edulis GA-2. Embrapa Cerrados/2007.
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Caracteristicas dos frutos RC4 e RC5

As plantas RCS apresentam folhas, flores e frutos semelhantes ao genitor recorrente
(Figura 2.7). Essas caracteristicas tendem a aproximar-se das caracteristicas desse genitor a
medida que ocorrem os retrocruzamentos como ja foram observadas até a geracdo RC4 por
Junqueira et al. (2005). Na Figura 2.8, nota-se a similaridade na cor e no formato das flores
das plantas RCS5 e do genitor P.edulis.

A produgdo de frutos em RCS5 até o momento, tem sido maior que em RC4. A
massa fresca dos frutos RC4 variou de 41,03 a 279,51 g, resultando em uma média de 148
g; nos frutos RCS5, a média da massa fresca foi de 200,3 g, havendo uma variacio de 77, 69
a 290,77 g e em P. edulis, os frutos tiveram massa fresca entre 74,48 e 268,34 g, obtendo a
média 183 g. Quanto ao teor de sélidos soldveis totais, os frutos RC4 apresentaram valores
entre 8 e 14° Brix e uma média de 10° Brix, os frutos RCS tiveram variacdo entre 10 e
15,4° Brix, sendo a média 13° Brix e os frutos de P.edulis apresentaram o teor entre 9 e 14°
Brix e a média de 12,3°Brix.

Nota-se que hd uma grande variacdo das caracteristicas fisico-quimicas dos frutos
entre as espécies e também entre as plantas da mesma espécie. Em avaliacdes da massa
fresca de frutos de maracujd-azedo, Sousa (2005) obteve médias entre 183 e 290g, Rangel
(2002) observou uma variacdo de 166g a 194 g, Abreu (2006) verificou médias entre
120,04 e 153,40 g e Veras (1997) obteve média de 163,3 g. As seis cultivares de maracuj
avaliadas por Melo (1999) apresentaram massa média de 64,68 a 135,06g. Alguns autores
citam médias de massa fresca ainda menores de 44 a 160 g (Meletti e Maia, 1999) e de 65
a 96,4g (Colauto et al.,1986; Miiller et al., 1979; Ferreira et al., 1975). Em geral, verificou-
se que os frutos avaliados neste trabalho, apresentaram massa fresca superior a outros
trabalhos ja realizados.

Nos frutos avaliados, alguns valores de teor de sélidos soldveis totais (SST)
encontraram-se abaixo dos citados por Meletti e Maia (1999), Medeiros (2005), Abreu
(2006), Fortaleza (2002) e Melo (1999) que obtiveram médias de 13 a 18 °Brix, 13,27 a
15,57° Brix; 12,81 a 13,47° Brix; 14,2 a 15° Brix e 14,56 a 17,56° Brix, respectivamente.
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Figura 2.8 - Semelhancga do formato e cor das flores de um hibrido RC5 (a) e P. edulis (b)
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CONCLUSOES

A utilizagdo de marcadores RAPD possibilitou a caracterizacdo molecular das
plantas RC4 e RC5 quantificando a recuperacdo do genoma recorrente e evidenciando a
elevada distancia genética entre os genitores do cruzamento base interespecifico.

As plantas RC4 que apresentaram maior recuperagdo do genitor recorrente foram 5,

22 e 44 e na caracterizagdo das plantas RCS5, as que se destacaram foram 2, 6, 9 e 16.
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CONSIDERA COES FINAIS

A cultura do maracujazeiro estd em franca expansdo, porém apresenta grande
problema relacionado & sua baixa produtividade, que € causado principalmente pelos
fatores fitossanitdrios. Programas de melhoramento genético sdo necessdrios para
contornar esse entrave.

O método dos retrocruzamentos tem sido utilizado na Embrapa Cerrados para
incorporacdo de genes de resisténcia a doencas a espécie comercial, porém sdo
considerados demasiadamente longos. Para diminuir o tempo da selecio de plantas,
marcadores moleculares sdo utilizados com o objetivo de auxiliar a selecdo das plantas
mais resistentes geneticamente mais proximas do genitor recorrente. No presente trabalho,
foi possivel selecionar plantas RC4 e RC5 que apresentaram maior porcentagem de
recuperagdo do genitor recorrente e que se destacaram quanto a resisténcia a virose do
endurecimento dos frutos.

Em geral, essas plantas apresentaram susceptibilidade a virose do endurecimento
dos frutos semelhante a obtida no genitor recorrente, entretanto, algumas plantas se
destacaram com menores niveis de susceptibilidade a essa doenga, que possivelmente,
podem ser tolerantes a essa virose.

As plantas RC5 apresentam coloragdo de polpa mais intensa (caracteristica
desejavel para fins industriais) e visualmente, no campo, ha menores indices de frutos com
sintomas de endurecimento quando comparadas a espécie comercial Passiflora edulis.

Dessa forma, as plantas selecionadas poderdo ser utilizadas como genitoras para o
programa de melhoramento genético. Além disso, acredita-se, que essas plantas
apresentem potencial de resisténcia a podriddo-do-pé (causada por Fusarium solani). Para
isso, avaliacdes para essa doenga ainda serdo realizadas, assim como avaliacbes de
produtividade e qualidade fisico-quimicas dos frutos.

Como ndo se sabe qual espécie (PWV ou CABMYV) causa o endurecimento dos

frutos na Embrapa Cerrados, testes de RT-PCR sdo sugeridos para confirmar qual virus

provoca €ssa doenga.
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ANEXO A: Médias da severidade da virose nas plantas RC4 e RC5 (Capitulo 1)

Tabela A.1 - Médias das avaliagdes (RC4) em novembro de 2006 e janeiro de 2007.
Embrapa Cerrados/2007.

RC4 |Mnov | M jan | Média
1 3,7 2,9 3,3
D) _ _ _

3 3,9 2,0 3,0
4 4,0 3,8 3,9
5 3,3 3,0 3,2
6 3,8 3,8 3,8
7 3,7 3,8 3,8
8 3,8 3,6 3,7
9 3,8 4,0 3,9
10 2,8 4,0 3,4
11 - - -
12 - - -
13 3,8 3,4 3,6
14
15 2,9 3,9 3,4
16 4,0 4,0 4,0
17 3,8 4,0 3,9
18 - - -
19 - - -
20 - - -
21 4,0 2,9 3,5
22 3,5 3,0 3,3
23 3,0 - 3,0
24 4,0 4,0 4,0
25 3,8 4,0 3,9
26 3,0 4,0 3,5
27 4,0 3,8 3,9
28 2,8 3,6 3,2
29 3,9 3,9 3,9
30 3,6 4,0 3,8
31 4,0 4,0 4,0
32 3,7 4,0 3,9
33 4,0 3,8 3,9
34 3,8 4,0 3,9
35 3,8 3,8 3,8
36 3,6 4,0 3,8
37 4,0 3,8 3,9
38 3,9 - 3,9
39 3,6 4,0 3,8
40 - - -
41 3,8 4,0 3,9
42 3,9 3,5 3,7

Continua...



... Tabela A.1. (Cont.)

RC4 |Mnov | M jan | Média
43 3,5 4,0 3,8
44 3,4 3,3 3,4
45 3,4 4,0 3,7
46 - - -
47 3,8 3,9 3,9
48 3,7 3,8 3,8
49 - - -
50 3,9 3.4 3,7
51 3,6 3,8 3,7
52 - - -
53 4,0 34 3,7
54 3,9 3,5 3,7
55 3,9 3,7 3,8
56 3,9 3,5 3,7
57 4,0 4,0 4,0
58 - - -
59 3.4 3,3 3,4

Média 3,7 3,7
Legenda:

- auséncia de planta

Tabela A.2 - Médias das avaliacdes (P.edulis) em novembro de 2006 e janeiro de 2007.

Embrapa Cerrados/2007.

P. edulis | M nov | M jan | Média
Pel 4,0 3,9 4,0
Pe2 3,8 4,0 3,9
Pe3 3,9 3,9 3,9

Média 3,9 3,9

Tabela A.3 - Médias das avaliagGes (P.sefacea) em novembro de 2006 e janeiro de 2007.

Embrapa Cerrados/2007.

P.setacea| M nov | M jan | Média
Psl 1,3 1,6 1,5
Ps2 1,9 1,6 1,8
Ps3 1,8 1,6 1,7

Média 1,7 1,6
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Tabela A.4 - Médias das avaliagdes (RCS) em setembro e novembro de 2007. Embrapa
Cerrados/2007.

RC5 Mset | M nov | Média
1 2,2 2,8 2,5
2 1,6 2,8 2,2
3 1,2 2,6 1,9
4 1,5 2,2 1,9
5 1,5 2,4 2,0
6 1,7 2,3 2,0
7 1,5 2,7 2,1
8 2,4 3,4 2,9
9 2,2 2,2 2,2
10 1,7 3,3 2,5
11 2,1 2,1 2,1
12 1,7 2,4 2,1
13 2,2 2,5 2,4
14 2,2 - 2,2
15 2,5 3,2 2,9
16 2,0 2,4 2,2
17 2,2 2,7 2,5
18 1,9 2,8 2,4
19 2,0 2,0 2,0

20 2,0 2,1 2,1
21 2,2 2,6 2,4
22 1,8 2,7 2,3
23 1,9 2,4 2,2
24 1,9 3,1 2,5
25 2,6 3,0 2,8
26 2,1 2,4 2,3
27 2,0 2,2 2,1
28 2,0 2,5 2,3
29 2,1 2,6 2,4
30 2,0 3,1 2,6
31 2,2 3,2 2,7
32 2,0 2,8 2,4
33 2,1 2,6 2,4
34 2,1 3,2 2,7
35 2,2 3,6 2,9
36 2,0 2,9 2,5
37 2,0 3,2 2,6
38 2,1 2,4 2,3
39 1,7 2,2 2,0
40 1,9 1,9 1,9
Média 2,0 2,7
Legenda:

- auséncia de planta



Tabela A.5 - Médias das avaliagdes (P.edulis) em setembro e novembro de 2007. Embrapa

Cerrados/2007.

P. edulis | M set | M nov | Média
1 2,2 2,3 2,3
2 2,8 3,0 2,9
3 2.4 3,0 2,7
4 2,5 3,4 3,0
5 3,0 3,1 3,1
6 2,8 2,9 2,9
7 3,0 3,2 3,1
8 2,9 3,8 3,4
9 2,5 2,4 2,5
10 2,3 2,5 2,4
11 3,1 3,0 3,1
12 2,6 3,0 2,8
13 3,2 2,7 3,0
14 2,9 3,5 3,2
15 3,0 3,6 3,3
16 2,9 3,6 3,3
17 2,2 3,1 2,7
18 2,1 3,3 2,7
19 2,2 3,6 2,9

20 2,4 3,3 2,9
Média 2,7 3.1

Tabela A4 - Médias das avaliagdes (P.setacea) em setembro e novembro de 2007.

Embrapa Cerrados/2007.

P.setacea| M set | M nov | Média
1 1,4 1,3 1,4
2 1,4 1,4 1,4
3 1,5 1,2 1,4
Média 1,4 1,3
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