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FILOGENIA,VARIABILIDADE GENETICA E CARACTERIZACAO DE
PASSIFLORAS SILVESTRES, COMERCIAIS E HIBRIDOS INTERESPECIFICOS
COMO FONTES DE RESISTENCIA A DOENCAS

RESUMO GERAL

O trabalho teve como objetivo estudar a filogenia, a variabilidade genética e caracterizar
espécies silvestres, comerciais e hibridos interespecificos de maracujazeiro como fontes de
resisténcia a antracnose, bacteriose e virose. A andlise filogenética foi utilizada para verificar
a identidade de 48 acessos de um banco ativo de germoplasma de Passiflora, representando
43 diferentes espécies de interesse para 0 melhoramento genético do maracujazeiro azedo,
doce e ornamental. As regibes de DNA utilizadas foram um loco ITS de DNA nuclear
ribossomal e quatro locos do DNA de cloroplasto (matK, espaco intergénico psbA-trnH, rbcL
e trnL-F). Correlacionando os dados obtidos de filogenia com as informacdes do programa de
melhoramento de espécies de Passiflora, observou-se que a compatibilidade dos cruzamentos
interespecificos € maior quando os genitores foram selecionados a partir do mesmo
subgénero. Tais analises permitiram também a obtencdo de importantes informacGes
taxonémicas, evolutivas e filogenéticas. No estudo da variabilidade genética de gendtipos
elites de maracujazeiro obtidos por programas de retrocruzamento, envolvendo espécies
silvestres e comerciais com base em marcadores moleculares RAPD, foram analisados 32
gendtipos de Passiflora. Os marcadores evidenciaram variabilidade genética entre o0s
gendtipos estudados e confirmaram a eficiéncia da recuperacdo do genoma recorrente dentro
do programa de retrocruzamento. Também foi avaliado meios de cultura e métodos de
inoculacdo artificial de Colletotrichum gloeosporioides em maracujazeiro azedo. Foram
avaliados quatro meios de cultura (Aveia, BD, V8 e Agar) e 3 trés metodologias de
inoculacdo baseadas em ferimentos com furador de couro adaptado, agulhas e atomizacdo da
suspensdo de conidios. O meio de aveia (farinha de aveia Quaker© 6% + agar 1,2% em agua)
apresentou a melhor condicdo para a producao de conidios de C. gloeosporioisdes e 0 método
de inoculagéo que proporcionou maior desenvolvimento de sintomas e maior precisdo na
avaliacdo da antracnose em mudas de maracujazeiro foi o ferimento por agulhas no caule. No
estudo da caracterizacdo e quantificagdo da resisténcia de cultivares comerciais de
maracujazeiro azedo a antracnose foram caracterizados os cultivares BRS Gigante Amarelo,
BRS Sol do Cerrado, BRS Ouro Vermelho, Sol Amarelo Azedo Graudo Brilhante (Feltrin) e
BRS Rubi do Cerrado. As cultivares que apresentaram maior resisténcia a antracnose foram
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BRS Rubi do Cerrado seguido das cultivares BRS Sol do Cerrado e BRS Ouro Vermelho. A
cultivar com maior susceptibilidade a antracnose foi BRS Gigante Amarelo seguido da
cultivar Sol Amarelo Azedo Graudo Brilhante (Feltrin). No estudo da caracterizagdo e
quantificacdo da resisténcia de espécies silvestres de maracujazeiro e genoétipos obtidos por
retrocruzamento a antracnose, 0 acesso da espécie silvestre Passiflora maliformes foi o que
apresentou menor comprimento de lesdo. Entre os gendétipos obtidos por retrocruzamento,
EC4-121 EC4-128 e a cultivar BRS Rubi do Cerrado apresentaram resisténcia a antracnose
com comprimento de lesdo estatisticamente iguais as obtidas pelo P. maliformes. No estudo
da caracterizacdo e quantificacdo da resisténcia de genotipos obtidos por retrocruzamento e de
cultivares de maracujazeiro azedo a bacteriose, a cultivar BRS Rubi do Cerrado foi a mais
resistente a bacteriose, e a cultivar BRS Gigante Amarelo foi a mais suscetivel. Entre os
gendtipos obtidos por retrocruzamento, destacam-se EC4-223, ES4-239, EC4-325, EC4-124 ¢
ERE-476 que apresentaram niveis de resisténcia iguais a cultivar BRS Rubi do Cerrado em
pelo menos uma das caracteristicas avaliadas. No estudo da caracterizacdo e quantificacdo de
espécies silvestres de maracujazeiro e genotipos obtidos por retrocruzamento a virose do
endurecimento dos frutos, considerando apenas a incidéncia no estudo das espécies silvestres,
verificou-se que P. misera e P. suberosa ndo manifestaram sintomas. Os acessos das espécies
Passiflora cerradense, P. coccinea e P. setacea apresentaram resisténcia moderada com
incidéncia de 10%, 25% e 30% respectivamente. Na avaliacdo da resisténcia dos gendétipos
obtidos por retrocruzamento a virose, observou-se 100% de incidéncia, porém com diferentes
niveis de resisténcia com base na severidade. As cultivares comerciais apresentaram maior

severidade da doenca quando comparadas com os genétipos obtidos por retrocruzamento.

Palavras chave: Passiflora, andlise filogenética, marcadores moleculares, resisténcia
genética, inoculacdo artificial, Colletotrichum gloeosporioides, Xanthomonas axonopodis pv
Passiflorae, Cowpea aphid-borne mosaic virus
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PHYLOGENY, GENETIC VARIABILITY AND CHARACTERIZATION OF
PASSIFLORAS COMMERCIAL SPECIES AND INTERSPECIFIC HYBRIDS OF
RESISTANT TO DISEASES
ABSTRACT

The work aimed to study the phylogeny, genetic variability and to characterize wild and
commercial species and interspecific hybrids of passion fruit as sources of resistance to
anthracnose, bacterial disease and viruses. Phylogenetic analysis was used to verify the
identity of 48 accessions of Passiflora active germplasm bank, representing 43 different
species of potential interest for the improvement of sour, sweet and ornamental passionfruit.
The DNA loci used were nuclear ribosomal ITS and four chloroplast loci, matK, psbA-trnH
intergenic spacer, rbcL and trnL-trnF. Correlating the obtained phylogenies with data from
breeding programs, Passiflora species were much more likely to be compatible in
interspecific crosses if the parents were selected from the same subgenus. These analyzes also
allowed us to obtain important taxonomic, evolutionary and phylogenetic informations. In the
study of genetic variability of elite genotypes of passion fruit obtained in backcross programs
involving wild and commercial species based on RAPD markers, we analyzed 32 genotypes
of Passiflora. Cluster analysis showed that the elite genotypes were grouped with the
commercial cultivars used as recurrent parent. The markers showed genetic variability among
genotypes and confirmed the efficiency of recurrent genome recovery within the backcross
program. In the evaluation of the culture media and inoculations methods of C.
gloeosporioides in passionfruit plants, we analyzed four culture media (Oatmeal, BDA, V8
and Agar) and three inoculation methods based on injuries by adapted leather puncher and
needles and leaves atomization with conidia suspension. The culture media Quaker© oatmeal
6% + Agar 1.2% in water showed the best condition for conidia production of C.
gloesporioisdesand the inoculation method based on injuries in the stem by needles
proportioned the best results. In the characterization and quantification of the resistance of
passion fruit cultivars to anthracnose were characterized BRS Gigante Amarelo, BRS Sol
Cerrado, BRS Ouro Vermelho, Sol Amarelo Azedo Graudo Brilhante (Feltrin) and BRS Rubi
do Cerrado Cerrado cultivars. The cultivar with highest resistance to anthracnose was BRS
Rubi do Cerrado followed by BRS Sol do Cerrado and BRS Ouro Vermelho. The cultivar
more susceptible to anthracnose was BRS Gigante Amarelo followed by Sol Amarelo Azedo
Graudo Brilhante (Feltrin) cultivar. In the study of characterization and quantification of the
resistance of passion fruit wild species and genotypes to anthracnose obtained by

backcrossing,. the access of P. maliformes showed the lowest mean of lesion length. Among
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the genotypes obtained by backcrossing EC4-121, EC4-128 and BRS Rubi do Cerrado
cultivar, showed the same level of resistance to that obtained by P. maliformes access. In the
study of characterization and quantification of the resistance genotypes obtained by
backcrossing and passionfruit cultivars to bacterial, the BRS Rubi do Cerrado cultivar was the
most resistant to bacterial disease and BRS Gigante Amarelo was the most susceptible.
Among the genotypes obtained by backcrossing CPAC-EC4-223, CPAC-ES4-239, CPAC-
EC4-325, CPAC-EC4-124 e CPAC-ERE-476 showed the same resistance level of the BRS
Rubi do Cerrado at least one of the characteristic analyzed. In the evaluation of the resistance
of accessions of wild species of passion fruit and backcrossing genotypes to the CABMV,
considering only the disease incidence, P. misera and P. suberosa did not express symptom
the virus. Passiflora cerradence, P. coccinia and P. setacea showed moderate resistance with
disease incidence of 10%, 25% and 30% respectively. In the backcross breeding study, 12
genotypes were evaluated and showed 100% of CABMYV incidence, but with different
resistance levels considering the disease severity. The cultivars showed more disease severity
compared with the genotypes obtained by backcrossing.

Keywords: Passiflora, phylogenetic analysis, molecular markers,genetic resistance, artificial
inoculation, Colletotrichum gloeosporioides, Xanthomonas axonopodis, Cowpea aphid-borne
mosaic virus
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1. INTRODUGCAO GERAL

O Brasil possui um grande namero de espécies de Passiflora, o que o posiciona como
grande possuidor de germoplasma. Apesar de abrigar quase um terco das espécies atualmente
conhecidas, no pais sdo exploradas comercialmente apenas duas espécies: P. edulis
(maracuja-azedo) e P. alata (maracuja-doce).

A familia Passifloraceae é amplamente distribuida nos tropicos e regides temperadas e
é composta de mais de 500 espécies. No Brasil, sdo conhecidas 129 espécies de Pasiflora, das
quais 83 sdo endémicas do Brasil (CERVI et al., 2010), podendo ser utilizadas como
alimento, remeédios e ornamento. O Brasil € considerado o centro de dispersdo de muitas
espécies do género Passiflora (FERREIRA, 1994), oferecendo ao pais uma condicdo
privilegiada com relacdo aos recursos genéticos dessas espécies.

A cultura do maracujazeiro enfrenta muitos problemas fitossanitarios. Com a expanséo
dessa cultura no pais, varias doencas como a bacteriose (Xanthomonas axonopodis pv.
passiflorae), a virose do endurecimento dos frutos (Cowpea aphid-borne mosaic virus-
CABMV), antracnose (Colletotrichum gloeosporioides), nematdide das galhas (Meloidogyne
spp), fusariose ou murcha (Fusarium axysporum f. sp. passiflorae) e podridao-do-pé
(Fusarium solani) vém provocando perdas expressivas (JUNQUEIRA et al. 2005). Uma
crescente demanda por informacOes técnicas tem levado a ampliagdo dos estudos sobre a
familia Passifloraceae, visando caracterizar os recursos genéticos disponiveis e diferentes
aspectos da tecnologia de producdo (BERNACCI et al., 2003). O desenvolvimento de
variedades resistentes a doencas é estratégico para todas culturas agricolas visando a reducéo
de custos de producdo, seguranca de trabalhadores agricolas e consumidores, qualidade
mercadoldgica, preservacdo do ambiente e sustentabilidade do agronegécio (QUIRINO,
1998). No caso do maracuja azedo (Passiflora edulis), tal estratégia se faz necessaria
considerando a alta suscetibilidade das atuais cultivares a bacteriose, virose do endurecimento
dos frutos e antracnose (JUNQUEIRA et al., 2003).

Dessa forma, hd grande necessidade de pesquisas que visem buscar fontes de
resisténcia a essas doengas e novas variedades resistentes. Espécies silvestres do género
Passiflora tém apresentado variabilidade para resisténcia as principais doengas do
maracujazeiro. A caracterizacdo e exploragdo da variabilidade genética entre as espécies de
Passiflora, e também dentro da espécie cultivada (P. edulis), podem revelar fontes de
resisténcia ou tolerancia de grande valor para o controle destas doengas no campo ou para a

utilizacdo em programas de melhoramento genético. A fim de que toda esta variabilidade



genética para resisténcia a doencas seja aproveitada em programas de melhoramento, torna-se
necessaria a realizacdo de hibridac@es intra-especificas ou o uso da biotecnologia moderna na
obtencdo de hibridos somaticos ou na utilizacdo da tecnologia do DNA recombinante e
engenharia genética. O uso de espécies silvestres de maracuja como fontes de resisténcia em
programas de melhoramento apresenta grande potencial e resultados interessantes ja estdo
sendo obtidos (JUNQUEIRA et al., 2005; FALEIRO e JUNQUEIRA, 2009).

O uso das espécies silvestres como doadoras de genes de resisténcia confirmam a
eficiéncia dos métodos de melhoramento para aumento da produtividade, melhoria da
resisténcia a doencas e qualidade do fruto (JUNQUEIRA et al., 2005; FALEIRO et al., 2005;
FALEIRO et al., 2006, FONSECA, et al., 2008, FALEIRO e JUNQUEIRA, 2009). O
conhecimento da evolucdo das espécies e a relacdo entre as espécies cultivadas e seus
parentes silvestres tem sido de consideravel valor na conservacgdo e utilizacdo dos recursos
genéticos e é fundamental para a sistematica que visa o estudo dos padrdes evolucionarios da
diversidade bioldgica (BUSO, 2001). Apesar de sua importancia econémica e diversidade de
espeécies, 0 género Passiflora é carente no que diz respeito a estudos genéticos e evolutivos.
Estes estudos visam determinar 0s mecanismos genéticos e ecologicos associados as
mudancas evolutivas. O conhecimento da relacdo entre as espécies é de extrema importancia
para a utilizacdo eficiente dos recursos genéticos. Segundo Cunha (1998) e Faleiro et al.
(2005), estudos acurados e detalhados da variabilidade genética do maracujazeiro poderdo
indicar recursos genéticos valiosos, sejam novas espécies nos sistemas de producdo, sejam
genes de espécies silvestres ou selvagens Uteis ao melhoramento das atuais espécies
cultivadas. Nesse sentido, tais estudos sdo prioritarios para as pesquisas com 0 maracuja.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Producdo de maracujé no Brasil

A fruticultura brasileira ¢ um dos segmentos da economia mais destacados e em franca
expansdo. Possui um mercado interno em crescimento constante e vem ganhando espago no
mercado internacional, com frutas tropicais, subtropicais e de clima temperado. Nos Gltimos
anos houve aumento significativo no volume das exportagdes, no nimero de empresas
exportadoras, nas variedades de frutas exportadas, bem como no numero de paises
compradores (BRAZILIANFRUIT, 2010).

O maracuja tem adquirido grande importancia no contexto mundial, notadamente a
partir das dltimas trés décadas, sendo que o Brasil ocupa uma situacdo de destaque como
maior produtor e consumidor mundial (FALEIRO et al., 2008a). Os primeiros cultivos de
maracuja surgiram na década de 1960, e a producdo, em torno de 1.444 t/ano, era suficiente
apenas para atender as necessidades da familia e do pequeno mercado. No periodo de 1960 a
1970, a cultura do maracujazeiro passou a assumir importancia em termos econdémicos, fato
que, provavelmente, representou o inicio de sua exploragdo para fins industriais.

Desde 1995, o Brasil vem se destacando como o maior produtor mundial de maracuja,
apresentando, naquele ano, area colhida de 38.522 hectares e produ¢do na ordem de 405.535
toneladas (AGRIANUAL, 2006). Em 2009, a producdo foi de 718.798 t numa area de 50.795
ha. Em 2010, o Brasil bateu o recorde de producdo e éarea plantada de 920.000 ton e 62.200
ha, respectivamente (IBGE, 2012). O rendimento médio nacional foi de 14,7 t/ha.
Considerando todas as espécies de maracuja cultivadas, o maracuja azedo (Passiflora edulis)
e 0 maracuja doce (Passiflora alata) sdo responsaveis por 95% da area plantada no Brasil
(IBGE, 2011). O maracuja azedo tem uma cadeia produtiva desenvolvida e organizada no
Brasil com cultivares comerciais registradas no Ministerio da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento, entre as quais o IAC-275 e IAC-277 desenvolvidos pelo Instituto
Agrondmico-IAC, FB 100 e FB 200 desenvolvidas pelo Viveiro Flora Brasil e variedades
lancadas pela Embrapa Cerrados e parceiros, denominadas BRS Gigante Amarelo, BRS Ouro
Vermelho, BRS Sol do Cerrado e BRS Rubi do Cerrado.

A cultura do maracuja estd em franca expansdo no Brasil e sua importancia cresce a
cada ano. As principais regides produtoras de maracuja sdo: Nordeste responsavel por
(72,59% da producdo), regido Sudeste (14,79% da producédo), regido Norte (5,90% da
producdo), Regido Centro Oeste (5,90% da producdo) e regido Sul (2,50% da producao)
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(IBGE, 2012). Em 2012, houve uma producdo do maracuja no Brasil de 776.097 ton com
rendimento médio de 13,4 ton/ha (IBGE, 2013). Nos ultimos anos a producao nacional néo foi
suficiente para abastecer o consumo interno, havendo necessidade de importacéo de polpa de

outros paises para abastecer a industria de sucos nacional.

2.2 A familia Passifloraceae e o género Passiflora

A familia Passifloraceae é amplamente distribuida nos trépicos e regides temperadas e
é composta por mais de 500 espécies. No Brasil sdo conhecidas 129 espécies, da quais 83 sdo
endémicas do Brasil (CERVI et al. 2010) podendo ser utilizadas como alimento, remédios e
ornamentos. Escobar (1988) considerou que a familia teria pouco menos de 600 espécies. Ja
Bernacci et al (2003) consideraram 530 espécies. Segundo Souza e Melleti. (1997), ha mais
de 580 espécies, sendo a maioria oriunda da America tropical e, principalmente, do Brasil.

Com relagdo ao numero de géneros da familia, segundo Bernacci et al. (2005), ndo
existe consenso entre os autores. Killip (1938) e Sacco (1980) listaram 12 géneros. Escobar
(1988) e Cervi (1997) listaram 20 géneros, enquanto Brummitt (1992) considerou apenas 17
géneros na familia. Segundo Vanderplank (1996), a familia Passifloraceae é¢ formada por 630
espécies dentro de 18 géneros. Bernacci et al. (2003) consideram 530 espécies e 19 géneros.

A classificacdo infragenérica para Passiflora tem sofrido varias alteracdes, em sua
composicdo, quanto a secles e séries botanicas (Killip 1939). Feuillet eMacDougal (2003),
baseados em caracteres morfoldgicos e ecoldgicos, sugeriram o agrupamento das espécies de
Passiflora, que compunham, até entdo, os 23 subgéneros, em, apenas, quatro subgéneros:
Astrophea (DC.) Mast., Deidamioides (Harms) Killip, Decaloba (DC.) Rchb. e Passiflora.
Essa classificacdo foi corroborada por outros autores que realizaram trabalhos de sistematica
filogenética, utilizando marcadores moleculares e genoma citoplasmatico, mitocondrial
(Muschner, 2005).

O subgénero Astrophea abrange 57 espécies de arbustos e lianas lenhosas, sendo que
as espécies que o compBdem sdo as mais diferenciadas morfologicamente, guardando pequena
semelhanga com as passifloras tipicas. A maioria das espécies do grupo ocorre em regifes de
baixa altitude, no norte da Ameérica do Sul, mas existem registros de ocorréncia no Brasil,
Andes e América Central, esta ultima com, apenas, duas espécies, Passiflora pittieri e
Passiflora tica (UImer e MacDougal, 2004). Feuillet e MacDougal (2003) organizaram esse

subgénero em duas supersecdes: Astrophea e Pseudosastrophea.



O subgénero Deidamioides é composto por, apenas, 13 espécies. Em 11 destas, as
flores se originam, diretamente, das gavinhas, uma caracteristica rara e considerada ancestral
para 0 género. Deidamioides € subdividido em cinco sec¢bes, duas das quais sdo
monoespecificas. Sua distribuicdo € sul-americana, localizada no noroeste da América do Sul.
Segundo Ulmer e MacDougal (2004), essa regido € o centro de diversidade do género, pois,
14, sdo encontradas diversas espécies de Passiflora, além das pertencentes ao subgénero
Deidamioides, de morfologia bastante ancestral. O subgénero Decaloba contém,
aproximadamente, 215 espécies distribuidas nas Ameéricas do Sul e do Norte, no sudeste do
continente asiatico e na Australia. As espécies de Decaloba ocorrem desde o nivel do mar até
300 metros de altitude. A maioria tem porte pequeno e habito escandente, com flores
diminutas, geralmente, brancas ou esverdeadas e frutos pequenos (ULMER E
MACDOUGAL, 2004); algumas espécies desse subgénero sdo autocompativeis. Conforme a
proposicdo de Feuillet e MacDougal (2003), as espécies do subgénero Decaloba estdo
distribuidas em oito supersec@es, sendo Decaloba a maior delas com 120 espécies.

O maior subgénero é o Passiflora com 236 espécies, agrupando, morfologicamente, as
espécies, tipicamente, reconhecidas como maracuja, sendo P. ligularis e P. tarminiana (no
hemisfério norte), P. edulis, P. alata e P. incarnata (no hemisfério sul) as espécies,
economicamente, mais importantes. A area de distribuicdo desse subgénero abrange a metade
sul dos Estados Unidos, a América Central e a América do Sul, exceto seu extremo sul
(ORTEGA e SCHMIDT, 1995). O Brasil é um dos mais importantes centros de diversidade
do maracuja, pois muitas espécies selvagens de Passiflora sdo nativas, notadamente no
Centro-Norte do Pais (FERREIRA, 1994).

O género Passiflora é composto por cerca de 400 espécies (BERNACCI et al., 2005),
classificadas em quatro subgéneros. Embora algumas analises filogenéticas tenham sido
realizadas nos ultimos anos, sua classificagdo infra-subgenérica permanece em aberto
(ZAMBERLAN, 2007).

As flores de espécies do género Passiflora atraem uma gama de polinizadores: desde
abelhas e vespas, borboletas e mariposas, até vertebrados como morcegos e passaros.

Muitas das espécies do género Passiflora sdo cultivadas pelas propriedades
alimenticias, ornamentais e medicinais, mas principalmente pela qualidade de seus frutos
(SOUZA e MELLETI.1997; TOCCHINI et al., 1994). O uso medicinal, bastante difundido,
baseia-se nas propriedades calmantes, sendo um sedativo natural encontrado nos frutos e nas
folhas, nas propriedades como vermifugo e febrifugo e também nos efeitos diuréticos,
antiblenorragicos, hipnéticos entre outros (COSTA e TUPINAMBA, 2005). Varios autores,
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entre eles Bernacci et al. (2005) e Ferreira e Oliveira (2002), relatam a grande variabilidade
genética a ser explorada dentro do género Passiflora, visto serem observadas variagcdes no
florescimento, produtividade, resisténcia a pragas e doencas, tolerancia ao frio e
caracteristicas de fruto. Ferreira (1998) e Castellen et al.(2005) destacam que grande parte
dessa variabilidade esta dispersa no territorio brasileiro, 0 que coloca o pais entre um dos
principais centros de diversidade genética desse género. Nesse contexto, ressalta que é de
grande importancia a intensificacdo das pesquisas visando o maior conhecimento do

germoplasma do maracujazeiro silvestre.

2.3 Marcadores moleculares e estudos filogenéticos em passifloras

Com os avangos das pesquisas na area da biologia molecular, o desenvolvimento de
equipamentos cada vez mais automatizados e da bioinformatica tém possibilitado a geracao
de um numero virtualmente ilimitado de marcadores moleculares, permitindo a cobertura
completa do genoma de interesse. Tais avancos vém potencializar a incorporacdo dos
marcadores moleculares nas diferentes etapas dos programas de melhoramento genético
(PEREIRA et al.,2005). A partir de 2000, as equipes envolvidas no melhoramento genético
vém desenvolvendo pesquisas bastante sedimentadas em novas tecnologias, com objetivos
definidos, multiplicidade de métodos e, mais recentemente, com a adocdo de ferramentas
importantes para o melhoramento genético, como a biotecnologia. A utilizacdo de todas as
ferramentas disponiveis da genética molecular e quantitativa € considerada estratégica para
que o melhoramento do maracujazeiro consiga atender as demandas do setor produtivo,
industrial e dos consumidores (FALEIRO et al., 2006). Marcadores moleculares do DNA e
tecnologias da engenharia genética tém sido utilizados como ferramentas auxiliares nas
diferentes etapas do melhoramento genético, desde a caracterizacdo do germoplasma até as
etapas finais de desenvolvimento e selecdo de plantas melhoradas (FERREIRA e
GRATTAPAGLIA, 1998, VIEIRA et al., 2005; PEREIRA et al., 2005; FALEIRO, 2007;
FERREIRA e FALEIRO, 2008; FALEIRO, 2011a). Tratando-se de plantas semiperenes,
como é o caso do maracujazeiro, a utilizacdo desses marcadores se reveste ainda de maior
importancia (PEREIRA et al, 2005).

Diversas técnicas de marcadores moleculares tém permitido indicar, com precisao, as
variagOes genéticas presentes no DNA de um determinado organismo. Entre os marcadores
moleculares usados atualmente estdo o RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) ou

polimorfismo do DNA amplificado ao acaso, o SSR (Single Sequence Repeat) ou
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polimorfismo de microssatélite (pequenas sequéncias com um a quatro nucleotideos de
comprimento repetidas em tandem) e o AFLP (Amplified Fragment Lenght Polymophism) ou
polimorfismo de comprimento de fragmentos amplificados, Minissatélites ou VNTRS
(Variable Number of Tandem Repeats) unidades de 10 a 100 pb repetidas em tandem), PCR-
RFLP ou CAPS (Cleaved Amplified Polymorphic Sequence), SSCP (Single-Strand
Conformation Polymorphism), ISSR (Inter Simple Sequence Repeats), SNP (Single
Nucleotide Polymorphism), o qual € muito interessante para estudos intraespecificos,
mapeamento genético e principalmente na diferenciacdo de alelos do mesmo gene
(FALEIRO, 2007).

Novas tecnologias de seqiienciamento estdo evoluindo rapidamente. Denominadas de
tecnologias de seqlienciamento de nova geracdo, comecaram a ser utilizadas em 2005.Todas
essas tecnologias promovem o seqlienciamento de DNA em plataformas capazes de gerar
informacdo sobre milhGes de pares de bases em uma Unica corrida. Dentre as novas
plataformas de seqlienciamento, duas j& possuem ampla utilizacdo em todo o mundo: a
plataforma 454 FLX da Roche e a Solexa da Illumina. Outros dois sistemas de
sequenciamento que comecam a ser utilizados sdo a plataforma da Applied Biosystems,
denominada SOLiID System, e o HeliscopeTrue Single Molecule Sequencing (TSMS), da
Helicos (CARVALHO e SILVA, 2010). Essas novas plataformas possuem como
caracteristicas comuns um poder de gerar informacdo muitas vezes maior que o0
sequenciamento de Sanger, com uma grande economia de tempo e custo por base para o
sequenciamento. Essa maior eficiéncia advém do uso da clonagem in vitro e de sistemas de
suporte sélido para as unidades de seqlienciamento, ndo precisando mais do intensivo trabalho
laboratorial de producédo de clones bacterianos, da montagem das placas de segiienciamento e
da separacdo dos fragmentos em géis. A clonagem in vitro em suporte solido permite que
milhares de leituras possam ser produzidas de uma s6 vez com as novas plataformas de
sequenciamento (CARVALHO e SILVA, 2010).

Dentre as varias aplicacOes praticas dos marcadores moleculares em programas de
melhoramento genético (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998; FALEIRO, 2011), a
possibilidade de acelerar a recuperagédo do genoma recorrente por meio da metodologia de
genotipos graficos (YOUNG e TANKSLEY, 1989) e particularmente importante para
espécies perenes e semi-perenes como 0 maracujazeiro. O potencial desta metodologia foi
levantado por Openshaw et al.(1994) e vem sendo utilizada com sucesso no melhoramento do
maracujazeiro (FALEIRO et al., 2004; FONSECA et al., 2008, 2009),visando resisténcia a

doencas. Os marcadores moleculares também vem sendo Uteis no desenvolvimento de mapas
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genéticos visando a identificacdo de QTL (Quantitative trait loci) para resisténcia a bacteriose
(BRAGA, 2011), além de inameras aplicacbes em programas de conservacdo e uso de
recursos genéticos (FALEIRO et.al., 2007; FALEIRO, 2011).

O uso de marcadores moleculares ¢ altamente viavel por permitir um rapido estudo da
variabilidade genética presente (PEREIRA et al., 2005; STEPHEN et al., 1997, PIO VIANA
et al., 2003). Alguns autores realizaram trabalhos referentes a diversidade genética no género
Passiflora, utilizando marcadores RAPD (ANGEL et al., 1998; CASSIANO et al., 1998; P10
VIANA et al., 2003; VIEIRA et al., 1997; FALEIRO et al., 2004; GANGA et al., 2004;
BELLON et al., 2007). Outros trabalhos realizados vém utilizando marcadores RAPD, AFLP
na construcdo de mapas de ligagdo em maracujazeiro azedo e maracujazeiro doce
(CARNEIRO et al., 2002, LOPES et al., 2003, PADUA.,2004, BRAGA., 2011).

Com o aprimoramento e facilidade das técnicas moleculares, os marcadores tem se
tornado ferramentas poderosas na analise filogenética. A sistematica filogenética € utilizada
para identificar caracteristicas similares e definir a relacdo histérica ou evolucionaria com
base nessas caracteristicas incluindo genes ou fragmentos de DNA. Com base nessas relaces,
arvores filogenéticas sdo desenvolvidas mostrando as relagbes evolucionarias ou
agrupamentos de organismos (BUSO, 2005).

Os estudos cléassicos de taxonomia vegetal utilizaram caracteres morfoldgicos para
separar as espécies, mas atualmente os marcadores moleculares tém demonstrado ser grandes
aliados na resuspensdo de questBes que ndo puderam ser esclarecidas em estudos anteriores
(LORENZ, 2002). A maior vantagem dos metodos moleculares é a investigacdo direta da
situacdo genotipica, 0 que permite a deteccdo de variagdo ao nivel de DNA, excluindo,
portanto, influéncias ambientais.

Assim, as analises filogenéticas tém contribuido muito, principalmente na area da
sistematica (SCHERER., 1999; MUSCHNER et al., 2005; MUSCHNER et al., 2001;
HANSEN et al., 2006 ZANBERLAN., 2007). As analises baseadas em dados moleculares
fornecem uma enorme quantidade de dados filogeneticamente informativos. A escolha do
marcador é de grande importancia nestes estudos. Nos trabalhos que utilizam a técnica de
sequenciamento, a regido do DNA a ser analisada deve variar de acordo com o nivel
taxonémico que estd sendo considerado. As regides ndo codificadoras sdo mais usadas em
estudos de niveis taxondémicos baixos, pois ndo sao funcionais, estando livres para variar e
fornecer um maior nimero de caracteres informativos por unidade sequienciada (SMALL et
al., 1998). Ja nos estudos de taxa mais elevados, as sequéncias a serem analisadas devem

corresponder a regides codificadoras, que sofrem alta pressdo seletiva sendo, portanto, mais
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conservadas. O estudo simultaneo de varios marcadores moleculares fornece resultados mais
robustos sobre as relagdes filogenéticas de um grupo, uma vez que filogenias baseadas em um
unico marcador molecular podem representar principalmente a evolucdo da sequéncia
analisada (LORENZ,2002).

Em termos de aplicacdo, as anélises filogenéticas mostram-se importantes para tracar
rotas de disseminacao de doencas infecciosas, desenvolvimento de drogas para fins médicos e
agricolas e na deteccdo de restri¢bes estruturais e funcionais de proteinas. No caso do género
Passiflora, a reconstrucdo filogenética pode elucidar alguns aspectos evolutivos como a
origem de P. edulis e P. alata, a determinacdo do nimero basico cromossémico ancestral e
mapear 0 surgimento de caracteres de importancia agronémica que possam Vvir a ser
incorporados em espécies de valor comercial como P. edulis e P. alata (PADUA, 2004).

Os primeiros estudos de filogenia molecular desenvolvido para o género Passiflora
foram realizados por Scherer (1999), Muschner (2001), Muschner et al. (2003) e Muschner
(2005).

Scherer (1999) estabeleceu as relacdes filogenéticas de 12 espécies de Passiflora
através das sequéncias dos espacadores internos transcritos do nrDNA, ITS1 e
ITS2.Paralelamente. Muschner (2001) investigou, além dos marcadores ITS e trnLtrnF, as
seqliéncias do espacador intergénico cloroplasmatico psbA-trnH para 21 espécies, distribuidas
em cinco subgéneros. Muschner et al. (2003), avaliaram trés marcadores moleculares em 61
espécies do género e encontraram sustentacdo para a nova proposicdo taxondémica do género,
que passava a contar com apenas quatro subgéneros (FEUILLET e MACDUGAL 2003) e ndo
mais com 0s 22 ou 23 propostos por Killip (1938) e Escobar (1984), respectivamente.

Muschner (2005) realizou um estudo envolvendo taxas evolutivas e tempo de
diversificacdo para as espécies de Passiflora. Verificou que a separacdo do género Passiflora
de outros da familia tenha ocorrido ha 44 milhdes de anos atrds (Mya), tendo os eventos de
diversificacdo iniciado ha 42 Mya. A autora verificou que os subgéneros Decaloba e
Passiflora, iniciaram seus eventos de especiacdo ha 35 e 30 milhdes de anos, respectivamente,
podendo-se observar um segundo evento de diversificagdo ha 24 milhoes de anos, no
subgénero Passiflora, que permitiu sua estruturacdo em quatro clados internos maiores. Estes
resultados estdo de acordo com o fato da origem do género ter ocorrido nos Andes e sua
diversificacdo estar associada aos padrbes de migracdo e especiacdo da flora Neotropical
influenciados pelo Quaternario, como proposto por Rull (2008) para outras espécies. Outro

achado importante neste estudo foi o fato que as espécies do subgénero Passiflora parecem ter



sofrido um padrdo de radiagdo mais acelerado que aquelas representadas pelo subgénero
Decaloba.

Zamberlan (2007) realizou um estudo filogenético com 121 espécies de Passiflora,
com a andlise de um dos marcadores usados por Muschner et al. (2003) e outro usado por
Hansen et al. (2006), de forma a comparar os dois trabalhos com um mesmo conjunto de
espécies. Os resultados obtidos pela autora permitiram um maior detalhamento nas relacbes
evolutivas internas, inerentes a cada um dos quatro subgéneros.

De acordo com Freitas (2011), estudos que visam identificar os estados ancestrais de
diversos caracteres ndo moleculares através das filogenias vem sendo desenvolvidos. Foram
realizados estudos da variabilidade em determinados caracteres e para 0s marcadores
moleculares, foram escolhidos quatro marcadores plastidiais que apresentaram sinal
filogenético robusto e que foram capazes de diferenciar todas as espécies. Até o momento, ja
foram analisadas caracteristicas como contedo de DNA, nivel de ploidia e nimero
cromossdmico, agentes polinizadores e tamanho médio das flores (FREITAS, 2011, ).

2.4 Melhoramento genético do maracujazeiro

A maioria das passifloras sdo plantas perenes, sendo poucas as espécies anuais, €
dentre elas pode-se citar P. gracilis, P. tenella e algumas formas de P. foetida, poucas
espécies também sdo encontradas em zonas temperadas como P. lutea e P. incarnata,
(ULMER; MACDOUGAL, 2004) sendo esta tltima utilizada em hibrida¢cBes com P. edulis
especialmente por ser considerada tolerante ao frio (BRUCKNER; OTONI, 1999). A maioria
das espécies floresce abundantemente durante varios meses no ano. Habitualmente as flores
permanecem abertas por um dia, embora algumas espécies como P. aurantia, P. cinnabarina,
P. herbertiana e P. jorullensis mantenha suas flores abertas por até trés dias (ULMER,;
MACDOUGAL, 2004).

A semelhanga das demais culturas de interesse econémico, 0s principais
procedimentos em um programa de melhoramento do maracujazeiro sdo: caracterizagao e
avaliacdo de germoplasma (silvestre e cultivado); estudo da heranca dos principais caracteres
agrondmicos; selecdo de genitores para hibridacdo, melhoramento intra e interpopulacional e
logistica de produgdo de sementes e transferéncia de tecnologia, envolvendo dessa forma

atividades de pré-melhoramento, melhoramento e pds-melhoramento (FALEIRO et al., 2008).
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Além das caracteristicas citadas, o programa de melhoramento do maracujazeiro
possui algumas particularidades no que diz respeito a auto-incompatibilidade, com
implicacbes ndo somente nos procedimentos de melhoramento, como também na
recomendacdo de cultivares, se clonal ou seminal, na multiplicacdo e conservacdo dos
genotipos-elite (PEREIRA et al., 2005; BRUCKNER et al., 2005).

A hibridagdo interespecifica tem sido extensivamente utilizada, mas seu sucesso
depende do relacionamento filogenético entre as espécies envolvidas no cruzamento. Dessa
forma, um dos problemas desse tipo de hibridacdo é o referente a incongruidade, ou seja,
incompatibilidade entre espécies. Para que a obtencdo do hibrido interespecifico seja bem-
sucedida, é necessario que as especies a serem combinadas apresentem homologia
cromossémica, garantindo, assim, a viabilidade do hibrido.O género Passiflora, tem sido
pouco estudado citologicamente. As mais amplas contagens cromossémicas foram realizadas
por Bowden (1945), Beal (1973), Storey (1950), Guerra(1986) e Snow e MacDougal(1993).
Segundo Soares-Scoott (1998), existem informacGes citogenéticas registradas na literatura
para apenas 68 espécies do género Passiflora, 8 subespécie e 14 hibridos interespecificos,
mostrando que do total de espécies conhecidas apenas 20% apresentam identificacdo
cromossémica. Portanto, o conhecimento das relagdes gendmicas é necessario para 0 sucesso
de um programa de hibridacdo. Melo et al.,(2001) dividiram as espécies de Passiflora com
contagem cromossémica ja realizada, em quatro grupos: (2n=2x=12, 24, 36), (2n=2x=24), (
2n=2x =18, 72), (2n=2x=20).

Atualmente, busca-se aumentar a base genética dos programas de melhoramento
visando a selecdo de genotipos de maracuja-azedo e maracuja-doce mais produtivos, mais
resistentes a doencas e com melhor qualidade fisica e quimica dos frutos, sendo que uma das
alternativas é o pré-melhoramento com a identificacdo de caracteristicas de interesse em
espécies silvestre e suas transferéncias para genotipos elite por meio da hibridacéo
interespecifica e agdes sucessivas de selecdo e recombinagdo (FALEIRO et al., 2011). Dessa
forma, torna-se essencial conhecer as caracteristicas agronémicas, fisicas e quimicas das
espécies silvestres utilizadas na base dos cruzamentos (BRAGA et al., 2005). Produtos
tecnoldgicos tém sido obtido pela Embrapa Cerrados a partir do trabalho basico de pré-
melhoramento, melhoramento e po6s-melhoramento do maracujazeiro, sendo exemplo, os
hibridos BRS Gigante Amarelo, BRS Ouro Vermelho, BRS Sol do Cerrado, BRS Rubi do
Cerrado, BRS Estrela do Cerrado, BRS Rubi do Cerradoflora, BRS Roseflora, BRS Pérola do
Cerrado.
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A caracterizacao e a avaliacdo das espécies de interesse sdo ferramentas indispensaveis
aos trabalhos de fitomelhoramento. Devido ao fato do maracuja ser uma planta al6gama,
varios sdo os métodos de melhoramento aplicados a essa cultura. Métodos de melhoramento
de plantas alogamas baseiam-se, principalmente, no aumento da frequéncia de genes
favoraveis ou na exploracdo do vigor hibrido (MELETTI e BRUCKNER, 2001). A
caracterizagdo da variabilidade genética existente nas populagdes de maracujazeiro permite a
identificacdo de gendtipos superiores para os fins especificos. No entanto, MELETTI (2002)
chama a atencdo para o fato de que a selecdo visando apenas determinadas caracteristicas
pode induzir a perdas de outras também importantes para a cultura, como a resisténcia a
determinadas doengas.

Os principais métodos de melhoramento genético utilizados para o maracujazeiro sao
introducdo de plantas, selecdo massal, hibridacdo sexual interespecifica, hibridacdo sexual
intervarietal e a selecdo por teste de progénies (BRUCKNER e OTONI, 1999).
NASCIMENTO et al. (2003), trabalhando com selegdo massal em P. edulis lograram éxito
em selecionar progénies promissoras, contribuindo inclusive para o lancamento de cultivares
comerciais.

Espécies de maracuja nativas e silvestres no Centro-Norte brasileiro sdo alternativas
para a ampliacdo da base genética da resisténcia. Entretanto, trabalhos de melhoramento
genético sdo necessarios para combinar a resisténcia com caracteristicas de produtividade e
qualidade de frutos. Os métodos de melhoramento baseados em hibridacdes interespecificas
tém sido citados como promissores, embora possam existir alguns problemas dos hibridos F1
relacionados a macho esterelidade, viabilidade de polen, falta de adaptacdo e suscetibilidade
as doencas de parte aérea (OLIVEIRA E RUGGIERO, 1998). Na Embrapa Cerrados, o
método de retrocruzamento tem sido utilizado para incorporacdo de genes de resisténcia em
variedades comerciais (JUNQUEIRA et al.,2005, FONSCECA, 2008, FALEIRO e
JUNQUEIRA, 2009, FUHRMANN, 2011).

O volume de trabalhos relatando o uso de espécies silvestres em cruzamentos
interespecificos vem sendo amplamente registrado na literatura (JUNQUEIRA et al., 2008;
CERQUEIRA-SILVA et al., 2008; SOUZA et al., 2008, BELO, 2010; AMORIM et al., 2011;
CONCEICAO et al., 2011; SANTOS et al., 2012).

As espécies ndo cultivadas P. setacea, P. cincinatta, P. caerulea, P. incarnata, P.
maliformes, P. foetida, P. nitida e P. quadrangularis, por apresentarem resisténcia a doencas
ou a pragas, longevidade, maior adaptacdo a condi¢des climéticas adversas, periodo de

florescimento ampliado, maior concentragdo de componentes quimicos interessantes para a
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indUstria farmacéutica e outras potencialidades, tém grande potencial para 0 melhoramento
genético do maracujazeiro (FALEIRO et al., 2005).

2.5 Resisténcia de espeécies silvestres de maracujazeiro a doencas

Com o crescimento da cultura do maracujazeiro no Pais, muitas doencas como a
antracnose causada por Colletotrichum gloeosporioides, bacteriose causada por Xanthomonas
axonopodis pv. passiflorae, a virose do endurecimento do fruto causada pelo (CABMV) e o
nematdide das galhas Meloedogyne spp. apareceram e se tornaram endémicas e limitantes ao
seu cultivo. Até o momento, ndo tem sido observada, em niveis praticos, resisténcia ou
tolerancia a esses patdgenos nas populacdes cultivadas. Em populagdes nativas no Cerrado,
tem sido observada alguma tolerancia a bacteriose, mas ndo ao virus do endurecimento dos
frutos nem ao nematdide das galhas (JUNQUEIRA et al., 2004, JUNQUEIRA et al., 2010).

Souza et al. (2008a) encontraram 100% de compatibilidade no cruzamento entre P.
edulis e P. setacea. Contudo, em se tratando de hibridacdes interespecificas visando a
obtencdo de hibridos resistentes ao CABMV, embora as plantas F1 tenham-se mostrado
resistentes, os autores, ao realizarem retrocruzamentos para recuperar o genoma do genitor
recorrente (P. edulis), verificaram que a resisténcia era ‘diluida’ gradativamente com o
avanco dos ciclos de retrocruzamento, possivelmente, pelo fato de ser uma resisténcia de
heranca quantitativa (JUNQUEIRA et al., 2005; FONSECA, 2008; FONSECA et al., 2009).

Alguns autores, trabalhando com vérias cultivares comerciais de maracuja-azedo, nao
constataram niveis de resisténcia que pudessem oferecer resultados satisfatorios no controle
da virose, bacteriose, antracnose e septoriose (JUNQUEIRA et al., 2003; NASCIMENTO,
2003; SOUSA, 2005, BOUZA, 2009; COLLATO, 2010; SOUSA, 2009). Esses autores
verificaram que a variabilidade para resisténcia a essas doencas, entre as variedades
comerciais estudadas é baixa.

Oliveira e Rugieiro (1998) citam as espécies P. gibertii, P. maliformes, P. cincinnata,
P. laurifolia, P. caerulea e P. setacea como promissoras fontes de resisténcia a bacteriose e as
espécies P. edulis, P. laurifolia, P. setacea, P. giberti e P. alata a verrugose.

Leite Jr. (2002) relatam P. cincinata, P. molissima e P. foetida como resistentes a
bacteriose, P. maliformes como altamente resistente e P. alata e P. quadrangulares como
altamente suscetiveis a bacteriose. Tais fatos indicam haver variabilidade no germoplasma de
Passiflora spp., 0 que possibilita a obtencdo de materiais comerciais de maracujazeiro com

resisténcia a doencas. OLIVEIRA et al. (1994) relataram que P. nitida mostrou-se imune a
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morte prematura ou amarelecimento precoce, enquanto P. edulis f. flavicarpa, P. gibertii, P.
cincinnata, P. molisima, P. caerulea, P. setacea, P. serrato-digitata, P. coccinea, P. edulis x
P. setacea, P. edulis x P. alata mostraram-se sucetiveis..

Jungueira et al. (2005) relataram que as plantas de P. coccinea e de seu hibrido F1
com P. edulis comercial ndo exibiram sintomas de bacteriose, mas varios individuos de
progénies obtidas por retrocruzamentosRC1, RC2 e RC3 do genitor recorrente P. edulis foram
altamente suscetiveis. As plantas de P. caerulea, P. giberti, P. mucronata, P. actinia e de
alguns acessos de P. nitida e P. laurifolia também ndo mostraram sintomas. Por outro lado, P.
amethystina, P. cincinata, P. quadrangulares e P. alata mostraram-se altamente susceptiveis
para os isolados da regido do Distrito Federal (JUNQUEIRA et al., 2005).

Fuhrmann (2011), trabalhando com inoculacbes artificiais de Xanthomonas
axonopodis pv. passiflorae, em condicdes de casa de vegetacdo observou resisténcia de
progénies obtidas a partir de cruzamentos interespecificos na base de cruzamentos. As
progénies com menor incidéncia de bacteriose foi 0 CPAC-ERE (P. edulis “‘flavicarpa” x P.
edulis “roxo” silvestre) e, em campo as progénies mais resistentes foram CPAC-ES4 (P.
setacea x P. edulis “flavicarpa”), CPAC-EC-5 (P. caerulea x P. edulis “flavicarpa”) e
CPAC-ERE (P. edulis “‘flavicarpa” x P. edulis “roxo” silvestre). Tais progénies estdo sendo
utilizadas em novos ciclos de recombinacdo e selecdo recorrente do programa de
melhoramento do maracujazeiro visando resisténcia a bacteriose realizado na Embrapa.

Jungueira et al. (2010) avaliaram a reacdo de P. caerulea, P. mucronata, P. vitifolia, P.
giberti, P. cerradense, P. edulis, P. caerulea x P. edulis, P. caerulea x P. mucronata, P.
vitifolia x P. edulis e P. mucronata x P. edulis a diferentes isolados de Xanthomonas
axonopodis pv. passiflorae e verificaram elevada resisténcia dos hibridos de P. edulis com as
espéecies silvestres P. caerulea, P. vitifolia e P. mucronata. Este resultado ressalta a
importancia dessas espécies para programas de melhoramento genético de maracujazeiro
azedo como fontes de resisténcia a bacteriose. Fuhrmann (2011), trabalhando com 0s mesmos
isolados de Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae, verificou que os progenitores silvestres
P. caerulea e P. setacea foram 0s mais resistentes indicando a importancia desses materiais
como fontes de resisténcia a bacteriose.

Segundo Oliveira e Ruggiero (1998), P. nitida, P. incarnata, P. cincinnata, P. giberti,
P. setacea, P. alata, P. laurifolia, P. serrato-digitata e P. coccinea sdo espécies vigorosas e
apresentam ampla adaptagdo, além de possuirem caracteristicas de resisténcia a doencas, 0
gue as torna promissoras para 0 uso no melhoramento genético. Também foi relatada a maior

longevidade das espécies P. nitida e P. setacea em campo.
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JUNQUEIRA et al. (2005) estudando as espécies P. setacea, P. coccinea, P. caerulea,
P. giberti, P. amethystina, P. odontophylla, alguns acessos de P. edulis f. edulis, P. serrato
digitata, P.morifolia, P.mucronata e P. nitida, verificaram que estas vém se comportando
como resistentes a antracnose. Estes resultados mostram que tais espécies apresentam um
grande potencial, entretanto o aprofundamento dos estudos béasicos e essenciais de
caracterizagdo molecular e da resisténcia genética destas espécies e sua interagdo com
diferentes isolados do patdgeno praticamente ndo existem. Outro ponto a ser considerando na
utilizacdo de especies silvestres como fontes de resisténcia a doencas é a ocorréncia da

variabilidade genética intra-especifica.

2.6 Antracnose

A antracnose, doenca causada por fungos do género Colletotrichum, é uma das
doengas mais importantes em muitas plantas cultivadas. Segundo Junqueira et al. (1999), em
muitas regides, a antracnose € a principal doenca do maracujazeiro e estad disseminada em
todas as regides produtoras de maracuja do Brasil e de outros paises. Assume maior
importancia quando em condic6es climaticas favoraveis, o que dificulta seu controle. Ocorre
em todos os 6rgdos da planta e se constitui na mais importante doenca pds-colheita da cultura,
reduzindo o periodo de conservacdo dos frutos. Sua ocorréncia, associada a mancha
bacteriana, pode agravar ainda mais o problema (KIMATI et al.,, 2005). O género
Colletotrichum, descrito por Corda em 1837, compreende varias espécies, incluindo saprofitas
e fitopatogénicas, sendo estas responsaveis pela doenca denominada antracnose em varias
plantas hospedeiras, causando enormes prejuizos (ARX,1957; MENEZES, 2002).

O género Colletotrichum abrange os fungos imperfeitos. As espécies de
Colletotrichum apresentam uma ampla distribuicdo geografica, particularmente em ambientes
quentes e umidos dos tropicos (JEFFRIES et al., 1990; WALLER, 1992) e sdo extremamente
diversas, incluindo saprofitas e fitopatdgenos.

Os patdgenos ocorrem em diversas espécies de hospedeiros, desde culturas agricolas e
plantas medicinais, aos arbustos e arvores silvestres, causando podriddes de colmos, caules e
frutos, seca de ponteiros, manchas foliares, infeccOes latentes e antracnoses. Os prejuizos
causados pelo género Colletotrichum, em especial em paises tropicais, resultam tanto na
reducdo direta da qualidade e quantidade dos produtos, como no aumento dos custos de
producdo e de pds-colheita. Dentre as espécies deste género, Colletotrichum gloeosporioides é

considerada a mais disseminada, heterogénea e importante, principalmente nos tropicos.
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JUNIOR et al. (2010) relatam em seus estudos o Colletotrichum boninense, infectando
maracujid amarelo no estado de S&o Paulo. A confirmacgdo foi baseada em caracteristicas
morfologicas, culturais e analises moleculares baseadas em regides (ITS).

A taxonomia de Colletotrichum ainda € bastante confusa, tanto para as espécies
anamorficas (assexuadas) como as teleomdrficas (sexuadas). Existem cerca de 900 espécies
descritas ou transferidas para o género Colletotrichum. Somente para a espécie
Colletotrichum gloeosporioides, sdo citadas cerca de 600 sinonimias (ARX, 1957; BAILEY et
al. 1992). Como a classificacéo dos fungos era baseada apenas em caracteristicas morfoldgica
e fisiologica, geravam-se muitas discordancias por parte dos pesquisadores. Os conidios
formados por esta espécie sdo clavados, ovéides, obovados ou lobados, de coloragdo castanha
e medindo 6-20 pm x 4-12 pm. Forma colonias variaveis de colora¢dao branco-gelo a cinza
escuro e micélios aéreos, geralmente uniformes e aveludados (SUTTON, 1992).

Fungos do género Colletotrichum sdo altamente especializados no processo de
infeccdo. Segundo Bailey et al. (1992), as espécies do género podem apresentar trés tipos
iniciais de estratégias de infeccdo: as espécies hemibiotréficas intracelulares sdo capazes de
penetrar na parede celular e crescer dentro do Iimen da célula; as espécies intramurais
subcuticulares podem crescer na cuticula, ndo entrando no lIimen da célula e finalmente as
espécies consideradas hemibiotroficas intracelulares e intramurais subcuticulares, podem
apresentar simultaneamente ambas as estratégias.

Sutton (1992) refere-se a habilidade de Colletotrichum em causar infeccdo latente ou
quiescente, ndo mostrando as plantas sintomas da doenca. Além disso, 0 micélio permanece
viadvel por longo periodo de tempo em sementes infectadas, restos culturais e frutos,
manifestando-se logo que as condi¢des se tornam favoraveis para o seu desenvolvimento,
ocasionando sérios problemas para as plantas e também na po6s-colheita.

A infeccdo latente nos tecidos do hospedeiro ocorre através da formagdo de
apressorios ou hifas subcuticulares, sendo que o tipo de estrutura latente depende do
hospedeiro infectado. O C. gloeosporioides é um fungo cosmopolita, atacando uma extensa
gama de hospedeiras, causando lesdes necréticas ou manchas em folhas, ramos, peciolos,
flores e frutos. Causa prejuizos variaveis, dependendo das condi¢des ambientais favoraveis,
do grau de suscetibilidade da planta e, também, na pos-colheita em diferentes regides
produtoras no Brasil e no mundo. Como o0s propagulos desse fungo sdo disseminados por
respingos de agua, o C. gloeosporioides é favorecida por alta umidade, principalmente chuvas
abundantes. Temperaturas proximas de 27 °C favorece a producdo dos conidios. Chuvas

menos intensas favorecem o progresso da doenca numa mesma planta ja infectada, enquanto

16



que chuvas acompanhadas de ventos tendem a transportar o fungo para outras plantas. Em
periodos de temperaturas mais baixas, a importancia da doenca diminui, sendo pequena a sua
incidéncia nos meses de inverno, mesmo que ocorram chuvas (RUGGIERO et al., 1996).

Nas folhas sdo produzidas manchas inicialmente pequenas, de 2 a 3 mm, de aspecto
oleoso, adquirindo, posteriormente, cor pardo-escura, de formato irregular e diametro superior
a 1 cm. Na parte central das manchas, os tecidos tornam-se acinzentados, podendo ocorrer
fendilhamento. Sob condicdes ambientais favoraveis (temperatura e umidade elevadas),
surgem varias lesdes no limbo foliar, provocando coalescéncia e ocupando grandes areas,
causando queda de folhas (GOES, 1998). Nos ramos e gavinhas afetados, sdo produzidas
manchas pardo-escuras de 4 a 6 mm que, posteriormente, se transformam em cancros,
expondo os tecidos lesionados. Dependendo da intensidade da doenca, pode ocorrer morte dos
ponteiros e seca parcial da planta (GOES, 1998). Os frutos sao infectados ainda verdes, mas a
doenca s6 se manifesta na fase de maturacdo e pos-colheita, aparecendo em forma de lesdes
arredondadas e de coloracdo escura, as vezes em depressdo. Com o passar do tempo, as lesGes
evoluem para podriddo seca e profunda, afetando também toda a parte interna do fruto,
induzindo a fermentacdo do suco e descoloracdo das sementes (DIAS, 1990). Sobre as lesdes,
em condicgdes de alta umidade, podem surgir frutificaces de cor rosa e/ou pontuacgdes escuras
dispostas na forma de anéis concéntricos. A doenga é mais severa nos frutos desenvolvidos
durante o periodo chuvoso (JUNQUEIRA et al., 2003).

Para o controle da doenca recomenda-se: uso de mudas sadias, quebra vento com
plantas ndo hospedeiras, ja que vento forte pode causar desfolha, provocando ferimentos na
planta os quais servem de portas de entradas para o fungo; poda e limpeza, para a eliminacéao
das partes afetadas pela doenca; uso de ferramentas agricolas higienizadas, evitando
transferéncia de inoculo de plantas infectadas para plantas sadias; e pulverizacdo de
fungicidas. O tratamento térmico dos frutos entre 42,5 e 45° C, durante oito minutos, reduz
significativamente o indice de doenca nos frutos (CARVALHO et al, 2001, KIMATI, et al,
2005).

Alguns autores acreditam que o controle quimico de doencas de plantas é, em muitos
casos, a Unica medida viavel empregada para garantir a produtividade e qualidade da
producdo (ROCHA, 1997). Entretanto, os fungicidas podem promover o aumento na
severidade de doencas em plantas, pela interferéncia e morte de antagonista ou pela acao
nociva sobre a microflora benéfica da planta, levando desequilibrio bioldégico (MEDEIRQOS e
MENEZES, 1994).
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O controle quimico preventivo da antracnose vem sendo feito através da pulverizagdo
de fungicidas cupricos, a base de oxicloreto de cobre (50%) a 0,25%, acrescido de um
espalhante adesivo. Atualmente, os produtos recomendados pelo Ministério da Agricultura
Pecuaria e Abastecimento (MAPA) e pelo Ministério da Saude (MS) através da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) para o controle quimico da antracnose abrangem
0S seguintes ingredientes ativos: tebuconazol + trifloxistrobina (estrobilurina), como o
Nativo®, tebuconazol (triazol), como Constant®, Elite®, Folicur 200 EC® e Triade®,
difenoconazol (triazol), como o Score® e tiabendazol (benzimidazol), como o Tecto®, de

acordo com informagGes do Agrofit).

2.7 Bacteriose

A bactéria Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae é a que causa maiores prejuizos a
cultura do maracujazeiro no Brasil e na Australia, sendo classificada, até o ano de 2000, como
X. campestris pv. passiflorae (Pereira) Dye. Esta bactéria apresenta forma de bastonete, é
gram negativa e mondtrica, ou seja possui um unico flagelo, cuja a finalidade é o de
locomogdo em meios aquosos, facilitando sua disseminagdo por toda planta, tanto de forma
epifita quanto sistémica. Forma col6nias amareladas em meio de cultura, sendo esta coloracao
conferida pela substancia xanthomonadina (GONCALVES e ROSATO, 2000).

A bactéria Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae (Pereira) Dye foi identificada por
Pereira (1969), na cidade de Araraquara, S&o Paulo, sendo inicialmente denominada X.
passiflorae. Posteriormente, Dye et al. (1980), reclassificaram esta espécie, que passou a ser
denominada X. campestris pv. passiflorae. Gongalves (2000), analisando 54 linhagens do
patdgeno, detectou, por meio de hibridizacdes DNA:DNA, um nivel de 67% de homologia
com a espécie X. axonopodis, determinando, portanto, que as linhagens de Xanthomonas de
maracujazeiro pertencem a esta espécie. O autor sugeriu, desta forma, que tais linhagens
fossem denominadas X. axonopodis pv. passiflorae.

Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae é especifica do género Passiflora (Liberato,
2002) e causa a bacteriose do maracujazeiro-azedo, crestamento bacteriano ou mancha oleosa
dos frutos. Esta doenca ja foi relatada também no maracuja-doce, P. alata, e em espécies
silvestres de Passiflora, tais como P. cincinnata, P. nitida, P. quadrangularis, P. amethystina
e P. setacea (Junqueira et al., 2005).

Segundo Pio-Ribeiro e Mariano (1997), os sintomas iniciais nas folhas, principalmente

as mais internas, sdo lesbes pequenas, encharcadas, oleosas, translucidas, freqiientemente
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localizadas proximas as nervuras, com halos visiveis, podendo ocorrer o enegrecimento
vascular a partir das bordas foliares. Essas lesdes tornam-se marrons, deprimidas, sobretudo
na face dorsal da folha, de formato variado, raramente circulares, com tamanho médio de 3 a
4 mm, podendo coalescer em grandes areas necrosadas e causar seca total da folha.

A partir das lesGes foliares, a infeccdo pode se tornar sistémica e atingir os ramos, que
sofrem uma seca progressiva, apresentando caneluras longitudinais acompanhadas de
escurecimento dos feixes vasculares. Cortes transversais de ramos e peciolos infectados, se
comprimidos, apresentam exsudacdo de pus bacteriano (MALAVOLTA JUNIOR, 1998). A
doenga pode causar imensa desfolha, que reduz drasticamente ou mesmo impede a formagéo
de frutos (DIAS e TAKATSU, 1987). Nos frutos, as lesdes sédo de cor verde-escura a
pardacenta, oleosas, circulares ou irregulares, com margens bem definidas. Exsudados
bacterianos, quando secos, formam uma crosta dura sobre as lesGes. Essas manchas podem
aprofundar ate as sementes, inviabilizando a comercializagdo dos frutos (KIMAT]I, 2005).

Segundo JUNQUEIRA et al. (2003), esta doenga uma vez instalada no pomar, torna-se
de dificil controle, sendo requeridas medidas relacionadas ao controle cultural, quimico e
genético. Os mesmos autores observaram que a bactéria pode sobreviver em restos de cultura
e, em condicdes de Cerrado, ela pode ser observada de forma endémica em varias espécies de
Passiflora nativas, entre elas P.alata, P. cincinnata e P. amethystina. A bactéria X.
axonopodis pv. passiflorae pode sobreviver em sementes (VILLANOVA et al., 2007) e
material vegetativo infectados, sendo estes veiculos para sua disseminacdo. Entre as
condigdes favoraveis, estdo ambientes chuvosos com alta umidade e temperatura em torno de
35°C.

O controle da doenca baseia-se na utilizacdo de mudas e sementes sadias, poda de
limpeza, uso de quebra ventos, aplicacdo de bactericidas e uso de plantas resistentes ou
tolerantes a bacteriose. A termoterapia das sementes em agua, a 50 °C, por 15 minutos é
eficiente em eliminar o patégeno, sem afetar o poder germinativo. Em plantas adultas,
aplicagdes quinzenais de oxicloreto de cobre a 30-50% ou oxicloreto de cobre + maneb +
zineb, reduzem a intensidade da doenca. A erradicagcdo das porgdes vegetais doentes pode
ajudar a reduzir a epidemia, atentando-se para a desinfestagédo das ferramentas de poda com
um produto de acdo bactericida, como o hipoclorito de sédio ou aménia quaternaria
(KIMATI, et al, 2005).

Com relagdo ao controle genético, cultivares com maior nivel de resisténcia tem sido
desenvolvidas nos ultimos anos pela Embrapa Cerrados. Estratégias de engenharia genética

para desenvolvimento de plantas transgénicas de maracujazeiro com resisténcia causada por
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Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae tém sido desenvolvidas e envolvem a introducéo de
genes que codificam proteinas bactericidas (FALEIRO et al., 2011b). Tais proteinas isoladas a
partir de insetos, como as cecropinas e analogos, as lisozimas e as atacinas tém sido usados
para induzir resisténcia a patdgenos. Particularmente as atacinas tém acdo contra bactérias
resultando em um desarranjo na membrana externa bacteriana, e drastica reducdo no seu
crescimento (VIEIRA et al., 2005).

2.8 Virose do Endurecimento dos Frutos

A virose do endurecimento dos frutos, que pode ser causado por duas espécies de virus
(Passionfruit woodiness virus, PWV e Cowpea aphid-borne mosaic virus, CABMV), ¢ a
principal doenca de etiologia viral do maracujazeiro no Brasil e atualmente esta disseminada
na maioria das regides produtoras (KITAJIMA e REZENDE, 2001; BUENO et al., 2004;
NASCIMENTO et al., 2004).

O primeiro relato da virose do endurecimento dos frutos do maracujazeiro foi feito na
Australia ha mais de cem anos (COBB, 1901). O Passionfruit woodiness virus (PWV) familia
Potyviridae, género Potyvirus foi descrito como agente causador da doenga. SHUKLA e
WARD (1988) determinaram a sequéncia de aminoacidos da proteina capsidial (CP) de trés
isolados de PWV provenientes da Australia. BRAND et al. (1993) clonaram e seqlienciaram o
gene da proteina capsidial de uma estirpe de PWV da Africa do Sul e, ao compara-la com a
seqliéncia de estirpes de PWV da Australia, concluiram que se tratava de uma nova espécie
viral, por eles denominada South African Passiflora virus (SAPV). Essa denominacao nao foi
aceita pelo Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV), uma vez que o SAPV
apresentava alta identidade na sequiéncia de sua proteina capsidial com isolados de CABMV
(MCKERN et al., 1994). Estudos adicionais identificaram o SAPV como uma estirpe do
Cowpea aphid-borne mosaic virus (CABMV) (SITHOLE-NIANG et al., 1996). Assim, o
ICTV reclassificou-o como pertencente a espécie CABMV (VAN REGENMORTEL et al.,
2000), como relatado por ZERBINI et al.(2005). Dessa forma, reconhece-se atualmente que o
endurecimento dos frutos do maracujazeiro pode ser causado pelo PWV ou pelo CABMV
(VAN REGENMORTEL et al., 2000). Ambos os virus pertencem ao género Potyvirus da
familia Potyviridae. Estudos baseados em caracterizacdo sorologica e bioldgica, no Brasil,
consideraram o Passionfruit woodiness virus (PWV) como o agente etioldgico da doenca
(CHAGAS et al., 1981; KITAJIMA et al., 1986). Entretanto, com a caracterizagdo molecular,

constatou-se que os isolados virais responsaveis pelo endurecimento dos frutos do
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maracujazeiro no Brasil pertenciam a espécie Cowpea aphid-borne mosaic virus (CABMV)
(NASCIMENTO et al.,, 2004; NASCIMENTO et al.,, 2006; CERQUEIRA-SILVA et al.,
2008b).

No Brasil, o endurecimento dos frutos ja foi relatado nos principais Estados produtores
de maracuja, incluindo Bahia (CHAGAS et al., 1981), Ceard (LIMA et al., 1985; BEZERRA
et al., 1995), Minas Gerais (COSTA, 1996) e S&o Paulo (CHAGAS et al., 1992). Em todos 0s
casos, 0 PWV foi identificado como agente etiologico da doenca, com base em caracteristicas
bioldgicas e soroldgicas. Entretanto, estudos realizados por Braz et al. (1998) e SANTANA et
al. (1999), baseados em analise comparativa da sequéncia de aminoacidos da CP de diversos
isolados brasileiros de potyvirus causadores de endurecimento dos frutos do maracujazeiro,
previamente identificados como PWYV, apontaram alta identidade das seqiéncias desses
isolados com isolados de CABMV, e baixa identidade com isolados de PWV.

Os potyvirus possuem particula alongada e flexuosa, com 690-760 nm de
comprimento por 11-16 nm de largura. O genoma é constituido por um RNA de fita simples,
sentido positivo, com aproximadamente 10.000 nucleotideos (VAN REGENMORTEL et al.,
2000). Nas plantas afetadas, sdo observados mosaicos, clareamento das nervuras, manchas
anelares, rugosidade, distor¢do e mosqueado amarelo. Bezerra et al. (1995) isolaram um virus
de P. edulis f. flavicarpa (maracuja amarelo) no estado do Ceard, determinaram suas
caracteristicas Sorologicas, propriedades fisicas “in vitro”, peso molecular da proteina
capsidial, transmissibilidade por pulgdo, sintomatologia e gama de hospedeiros, graus de
severidade dos sintomas em condigdes de campo e identificaram-no como uma estirpe do
PWYV capaz de induzir sintomas de mosaico em maracuji amarelo, sem causar endurecimento
dos frutos. Testes soroldgicos mostraram que esta estirpe do PWV foi relacionada com alguns
potyvirus: virus do mosaico do caupi, da clitoria e do siratro

O virus do endurecimento dos frutos reduz significativamente a area foliar e o peso da
parte aérea e do sistema radicular da planta. Como a producdo do maracujazeiro estd
diretamente relacionada ao enfolhamento da planta, os efeitos séo nitidos. Quanto mais cedo a
planta é infectada, maior o efeito negativo. O virus causa danos quantitativos e qualitativos a
producdo, reduzindo nimero, peso e valor comercial dos frutos (GIORIA, 1999).

Os sintomas nos frutos infectados sdo reducdo do tamanho, deformacgdo e
endurecimento o que pode tornar o fruto inviavel para o comeércio, dependendo da intensidade
dos sintomas. O virus € facilmente transmissivel mecanicamente e por afideos, principalmente
da espécie Aphis gossypii, de maneira ndo persistente (KITAJIMA et al., 1986),ndo havendo

transmissdo por sementes (VILLANOVA et al.,, 2007), porém pode haver transmissdo
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mecanica (KITAJIMA et al. 1986). A transmissdo por A. gossypii ocorre no momento das
picadas de prova do inseto, o que caracteriza a relacdo virus-vetor como sendo do tipo néo-
persistente e ndo circulativa. Outras espécies relatadas como vetoras do PWV no Brasil séo
Aphis fabae Scopoli, Aphis nerii Boyer de Fonscolombe, Myzus nicotianae Blackman e
Myzus persicae (Sulzer) (COSTA 1998). Apesar de esses afideos serem vetores do virus, a
maioria dos relatos ndo os inclui como pragas do maracujazeiro.

O controle do virus tem sido preventivo, evitando-se a disseminacao do virus em areas
onde ele ndo ocorre. Ha pesquisadores empenhados em desenvolver métodos de controle por
meio de resisténcia ou tolerdncia e pré-imunizacdo com estirpes fracas (KITAJIMA et al.,
1986; REZENDE, 1994) e também o uso da engenharia genética no desenvolvimento de
plantas transgénicas (FALEIRO et al., 2011). Segundo Vieira et al. (2005), além do uso do
gene da proteina capsidial do virus, outras estratégias de engenharia genética podem ser
utilizadas para obtencdo de plantas transgénicas resistentes a virose, como a expressdo da
replicase viral, a expressdo de proteinas envolvidas no movimento do virus na planta, o uso de
RNA anti-senso (“antisense RNA”), o uso de RNA satélite, que tem a propriedade de reduzir
a replicacdo do virus e atenuar o sintoma, e o uso de RNA defectivo interferente, estratégia
freqlientemente associada a uma diminuicdo dos sintomas da doenga. Estas estratégias ainda

ndo foram utilizadas no caso do maracujazeiro.

2.9 Inoculacao artificial de Colletotrichum gloesporioides, Xanthomonas axonopodis e

Cowpea aphid-borne mosaic virus (CABMV)

A resisténcia genética as doencas por meio do uso de cultivares melhoradas é um
importante método de controle por ser barato, eficiente e ambientalmente correto, reduzindo
0 uso de defensivos agricolas e o custo de producdo. O desenvolvimento de programas de
melhoramento genético visando a aumentar a resisténcia das cultivares a uma determinada
doenca requer o conhecimento prévio da variabilidade do patdgeno, devendo-se utilizar
isolados com niveis de viruléncia e agressividade adequados (MELLO et al.,1996). A
utilizacdo dos isolados mais virulentos pode possibilitar a obtencéo de variedades com maior
nivel de resisténcia conferido por diferentes genes, diminuindo a agressividade da doenca e
aumentando a longevidade da resisténcia que pode ser superada pela selecdo natural de
formas mais virulentas do patégeno.

A avaliacdo da resisténcia de gendtipos a diferentes doencas é comumente realizada

por meio da inoculacdo artificial dos patdgenos em condi¢bes contraladas que favorecam o
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seu desenvolvimento. Deve-se entender por inocular, o ato de colocar propagulos do patégeno
em contato com os 6rgdos de uma planta, de forma que propicie a penetracdo e a colonizagao
dos tecidos desta, sob condicBes ideais de meio ambiente, para que a interacdo planta-
patogeno, a que chamamos doenca, tenha curso e culmine na reproducdo dos sintomas tipicos
de enfermidade (ROMEIRO, 2001). A reagdo das plantas a inoculagdo pode ser influenciada
por uma série de fatores: a) ambientais, tais como temperatura, umidade e luminosidade; b) da
planta, tais como cultivar, idade, aberturas dos estdmatos, nutricdo, tratamentos subseqlientes
a inoculacdo e condicoes fisioldgicas; ¢) relacionados ao parasitismo, tais como concentracao
e idade do indculo, condigbes para obtencdo e preparagdo do indculo e viruléncia e
agressividade do patégeno (COYNE e SCHUSTER, 1983).

Um bom método de inoculacdo deve atender alguns critérios, como a possibilidade de
discriminacdo entre genotipos resistentes e suscetiveis, rapidez e uniformidade nas reacGes
das plantas inoculadas, repetibilidade, ser de fécil execucdo, inexisténcia de escape e a
possibilidade de que a infeccdo possa ser avaliada quantitativamente de forma acurada e
precisa (TORRES e MARINGONI, 1999; SANTOS, 2000; LARANJEIRA, 2005).

Existem varias metodologias adotadas entre 0s autores para a inoculacédo artificial de
fungos e bactérias. Carvajal e Kimati,(1988) utilizaram suspensdo de conidios inoculada
através de pequenos ferimentos na casca de abacate, banana, mamé&o e manga para avaliar a
patogenicidade de isolados de C. gloeosporioides, causadores de podriddes de frutos.

Mafacioli et al. (2008), em seus estudos, realizaram testes de agressividade de
Colletotrichum gloesporioides em pupunheira, inoculando artificialmente o fungo,
depositando um disco de papel filtro de 10mm de didmetro, previamente embebido no
indculo, na concentracéo de 3,0 x 10° esporos por ml, sobre as folhas previamente feridas com
um conjunto de seis agulhas esterilizadas afixadas em rolha de cortica e espacadas 5mm entre
Si.

Silva (2005) avaliou a agressividade de C. gloesporioides em manga, mamaéo,
maracuja e goiaba na pos colheita, onde realizou a inoculagdo em frutos, perfurando-os com
um furador flambado de 7 mm de didmetro e 3 mm de profundidade, onde um disco de meio
de cultura contendo o micélio do C. gloesporioides, com a mesma dimensao, foi retirado e
sobreposto sobre o orificio feito nos frutos. A avaliacdo da severidade da doenca foi realizada
a cada 48 horas, medindo-se o diametro das lesbes com régua em dois sentidos
diametralmente opostos.

Henz et al. (1992) avaliaram 52 gendtipos de Capsicum spp. em relacdo a resisténcia

do fruto a C. gloeosporioides. Os frutos foram inoculados através de um ferimento com
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alfinete na parte mediana onde, posteriormente, foi depositado o inéculo em suspensdo. A
avaliacdo foi feita 4 dias apds a inoculagdo, com base no didmetro médio da lesdo. Menezes e
Hanlin (1987) fizeram inoculag@es cruzadas para avaliar a patogenicidade de cinco isolados
de C. gloeosporioides em frutos de abacate, banana, citros, manga e chuchu, atraves da
inoculagdo, por deposi¢do de suspensdo de conidios na superficie intacta dos frutos. Os
sintomas de antracnose foram avaliados 12 dias ap6s a inoculacdo. Madeira e Reifshneider
(1987) testaram sete métodos de inoculacdo de C. gloeosporioides em frutos de berinjela,
constatando que o método de inoculacdo onde se utilizava 0,1ml de suspensédo de conidios do
fungo (104 conidios/ml) na subepiderme do fruto, foi o mais indicado para avaliacdo de
genotipos quanto a resisténcia ao patdgeno. Martins et al. (2008); Bouza (2009) e Gongalves
(2001), em seus trabalhos, inocularam C. gloesporioides em folhas de maracuja utilizando a
metodologia de aspersdo da suspensdo sobre a face adaxial e abaxial das folhas previamente
perfuradas com escova de cerdas de ago fina .

Rocha et al. (1998) testaram oito métodos de inoculacdo de C. gloesporioides em
frutos de maracujazeiro e verificaram que o método de deposicdo de disco de micelio-agar
sobre a epiderme do fruto, ferida com agulha hipodérmica foi o mais eficiente, pois todos os
isolados estudados foram capazes de causar necrose.

Francisco Neto et al. (1995), utilizando um isolado de C. gloeosporioides, obtido de
fruto de maracujazeiro, para inoculacdo em folhas, ramos e frutos constatou que os sintomas
de antracnose sé apareceram quando a inoculacéo foi feita através de ferimentos.

Viana (2007) testou duas metodologias de inoculacdo de Xanthomonas axonopodis em
folhas de maracujazeiro, uma por meio da metodologia da agulha, onde duas agulhas foram
imersas em suspens&o bacteriana em plantas com seis meses de idade na concentracéo de 10°
UFC/ml e quatro furos foram feitos na parte abaxial de cada folha inoculada e a outra
metodologia testada foi a inoculagdo em plantas com sete meses de idade, utilizando o método
do corte com tesoura, onde o apice da folha foi cortado com uma tesoura imersa na suspensao
bacteriana, na concentracéo de 108 UFC/m.

Nakatani et al. (2009), no estudo da variabilidade genética de isolados de
Xanthomonas axonopodis em maracujazeiro, utilizaram a metodologia da tesoura, na
realizacéo de testes de patogenicidade dos isolados. Miranda (2004), em seu trabalho, tambeém
fez uso da inoculagéo artificial, utilizando a metodologia da tesoura.

Bouza (2009) inoculou mudas de maracujazeiro com Xanthomonas axonopodis, em

casa de vegetacdo com a metodologia de aspersdo da suspenséo bacteriana na concentragdo
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de 10° UFC/ml sobre a face adaxial e abaxial das folhas previamente perfuradas com escova
de cerdas de ago fina.

Jungueira (2010); Furhmann (2011) e Villela (2012) utilizaram nas inoculacdes
artificiais de Xanthomonas axonopodis em maracujazeiro, um furador circular para cintos
adaptado, de 6 mm de didmetro, previamente imerso na suspensdo bacteriana, na
concentracdo de 10° UFC/mI. Os orificios foram feitos na segunda e terceira folhas, a partir
do apice. Os autores tem realizado com sucesso essa metodologia.

Nas inoculagdes artificiais do virus (CABMV ou PWV),muitos autores tem utilizado o
extrato preparado em almofariz, macerando a propor¢do de 1 g de tecido (folha infectada)
para 10 ml de suspensdo tampdo fosfato de sddio 0,1 M, pH 7,0. Uma pequena quantidade de
“celite” (abrasivo) ¢ adicionada ao extrato obtido e a inoculacdo do virus € realizada
friccionando as partes superiores das folhas com o dedo molhado com o extrato (PINTO et al.,
2008; CERQUEIRA-SILVA et al., 2008b; ANJOS et al., 2002; BELLON, 2008; FONSECA,
2008, VIANA, 2007; GONCLVES, 2011).

2.9.1 Quantificacdo de doencas de plantas

A quantificacdo dos danos é o passo inicial para o desenvolvimento de qualquer
programa de manejo de doencas. A quantificacdo de doencas é 0 processo que visa avaliar 0s
sintomas causados pelos agentes patogénicos nas plantas e seus sinais (estruturas do patégeno
associadas aos tecidos doentes). Os sintomas sdo mensurados e expressos em unidades que
permitam comparacdes objetivas. O objetivo da quantificacdo é fornecer dados que permitam:
estimar a extensdo dos danos e realizar estudos de perda, comparar a eficiéncia de métodos de
controle, realizar estudos bésicos de ecologia do fitopatdgeno e epidemiologia, comparar
selecOes e variedades em programas de melhoramento genético (LARANJEIRA, 2005). As
medidas basicas para a mensuracdo desses sintomas sdo: incidéncia (é a porcentagem ou
frequéncia de plantas doentes ou partes de plantas doentes em uma amostra ou populagéo);
severidade (é a porcentagem da &rea ou do volume do tecido doente); intensidade de doenca
(significa nivel de doenga combinando informagdes de incidéncia e severidade) e densidade
do patogeno (¢ a quantidade de propagulos ou outros sinais do patdgeno por unidade amostral
ou mesmo por unidade de area, volume ou massa do hospedeiro). Os principais métodos de
avaliacdo sdo: frequéncia de amostras doente, escalas diagramaticas e chaves descritivas
(LARANJEIRA, 2005).
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A incidéncia tem como principal vantagem a rapidez de execucéo, reprodutibilidade
dos resultados, o que permite realizar estimativas acuradas das curvas de progresso da doenca
(BERGAMIN FILHO e AMORIM, 1996). A severidade é a variavel mais utilizada para
quantificar doencas foliares e, em geral, é avaliada visualmente, sendo as estimativas
subjetivas. A grande vantagem de se quantificar a severidade é a capacidade de expressar 0
dano real causado pelos patdgenos e caracterizar o nivel de resisténcia da planta estudada.
Porém, é um método trabalhoso e demorado, subjetivo e muito dependente da acuracia do
avaliador e da escala (BERGAMIN FILHO e AMORIM, 1996). A curva de progresso de
doenca mostra o desenvolvimento de uma epidemia num periodo de tempo (MADDEN, 1980)
e é considerada a melhor representacdo da epidemia (BERGAMIN FILHO, 1995). Através
dela, a interacdo entre patdgeno, hospedeiro e ambiente pode ser caracterizada e, com isso,
diferentes e possiveis estratégias de controle podem ser avaliadas. A quantificacdo de doencas
quer seja pela incidéncia ou pela severidade, é fundamental para estudos epidemiolégicos e de
manejo. AvaliacGes precisas e acuradas sdo essenciais para definir as estratégias de manejo
das doencas, para quantificar e modelar o progresso da doenca no tempo e no espaco, para
prever a intensidade das doencas no futuro e para elucidar a relacdo entre injaria e dano
(MADDEN e NUTTER, 1995; NUTTER e SCHUTZ, 1995).
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3.0BJETIVO GERAL

Estudar a filogenia, variabilidade genética e caracterizar espécies de Passifloras

silvestres, comerciais e hibridos interespecificos como fontes de resisténcia a doencas.

4.0BJETIVOS ESPECIFICOS

4.1 Obter e analisar sequéncias de DNA ribossomal nuclear, ITS e DNA de
cloroplasto das principais espécies do género Passiflora do Banco Ativo de Germoplasma da
Embrapa Cerrados, a fim de esclarecer questdes taxonémicas dos acessos e coloca-los em seu
contexto filogenético, servindo de base para a compreensdo da compatibilidade genética

interespecifica de espécies utilizadas em programas de melhoramento;

4.2 Analisar a variabilidade genética de genotipos elite de maracujazeiro obtidos em
programas de retrocruzamento envolvendo espécies silvestres e comerciais de maracujazeiro

com base em marcadores moleculares do DNA;

4.3 Avaliar meios de cultura e métodos de inoculacdo artificial de Colletotrichum

gloeosporioides em maracujazeiro azedo;

4.4 Caracterizar e quantificar a resisténcia de cultivares comerciais de maracujazeiro

azedo a resisténcia a antracnose em condicdes controladas.

4.5 Caracterizar e quantificar a resisténcia de espécies silvestres de maracujazeiro e

genotipos obtidos por retrocruzamentos a antracnose em condic¢des controladas;

4.6 Caracterizar e quantificar a resisténcia de genotipos obtidos por retrocruzamentos e

de cultivares de maracujazeiro azedo a bacteriose em condic¢des controladas;
4.7 Caracterizar e quantificar a resisténcia de espécies silvestres de maracujazeiro e

genotipos obtidos por retrocruzamentos a virose do endurecimento dos frutos em condigdes

controladas.
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CAPITULO 1

ANALISE FILOGENETICA DA REGIAO, RIBOSSOMAL
NUCLEAR ITS E DE QUATRO LOCUS DO CLOROPLASTO
COMO FERRAMENTA PARA CARACTERIZACAO E
ORGANIZACAO DE UM BANCO ATIVO DE GERMOPLASMA DE
PASSIFLORA E SELECAO DE ESPECIES PARA CRUZAMENTOS
INTERESPECIFICOS

PHYLOGENETIC ANALYSIS OF NUCLEAR RIBOSOMAL ITS
AND FOUR CHLOROPLAST DNA LOCI ASATOOL FOR THE
CHARACTERIZATION AND ORGANIZATION OF A
PASSIFLORA ACTIVE GERMPLASM BANK AND THE
SELECTION OF SPECIES FOR INTERSPECIFIC CROSSES
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ANALISE FILOGENETICA DA REGIAO ITS DE DNA NUCLEAR
RIBOSSOMAL E DE QUATRO LOCOS DE DNA DE CLOROPLASTO DE
ACESSOS DE PASSIFLORA COMO FERRAMENTA PARA
CARACTERIZACAO E ORGANIZACAO DE UM BANCO ATIVO DE
GERMOPLASMA E SELECAO DE ESPECIES PARA CRUZAMENTOS
INTERESPECIFICOS

RESUMO

A anélise filogenética foi utilizada para verificar a identidade de 48 acessos de um
banco ativo de germoplasma de Passiflora, representando 43 diferentes espécies de
interesse para 0 melhoramento genético do maracujazeiro azedo, doce e ornamental. As
regides de DNA utilizadas foram um loco ITS de DNA nuclear ribossomal e quatro
locos do DNA de cloroplasto (matK, espaco intergénico psbA-trnH, rbcL e trnL-F). Em
termos de resuspensdo filogenética, a da regido ITS foi superior as das regifes de
cloroplasto analisadas individualmente ou em combinacao, podendo ser utilizada como
DNA barcoding para o género Passiflora. No entanto, a baixa disponibilidade de
seqliéncias referéncias do banco de dados e as dificuldades técnicas na obtencdo de
sequéncias de boa qualidade limitam sua utilidade para o género Passiflora atualmente.
Correlacionando os dados obtidos de filogenia com as informacbes do programa de
melhoramento de espécies de Passiflora, observou-se que a compatibilidade dos
cruzamentos interespecificos foi maior quando os genitores foram selecionados a partir
do mesmo subgénero. Tais analises permitiram também a obtencdo de importantes

informacdes taxondmicas, evolutivas e filogenéticas para o género.

Palavra chave: Filogenia, maracuja, taxonomia, melhoramento genético
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PHYLOGENETIC ANALYSIS OF NUCLEAR RIBOSOMAL ITS AND FOUR

CHLOROPLAST DNA LOCI AS ATOOL FOR THE CHARACTERIZATION

AND ORGANIZATION OF A PASSIFLORA ACTIVE GERMPLASM BANK
AND THE SELECTION OF SPECIES FOR INTERSPECIFIC CROSSES

ABSTRACT

Phylogenetic analysis was used to verify the identity of 48 accessions from a Passiflora
active germplasm bank, representing 43 different species of potential interest for the
improvement of sour, sweet and ornamental passionfruit. The DNA loci used were
nuclear ribosomal ITS and four chloroplast loci, matK, psbA-trnH intergenic spacer,
rbcL and trnL-F. In terms of phylogenetic resolution, the ITS locus was superior to each
chloroplast marker, individually and in combination in Passiflora, making it suitable as
a DNA barcode in this genus. However, availability of data base reference sequences
and technical difficulties in obtaining good quality data limit its usefulness in this genus
currently. Correlating the obtained phylogenies with data from ongoing breeding
programs, Passiflora species were much more likely to be compatible in interspecific
crosses if the parents were selected from the same subgenus. These analyzes also

allowed us to obtain important taxonomic, evolutionary and phylogenetic informations.

Keywors: Phylogeny, passionfruit, taxonomy, genetic improvement
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1.1 INTRODUCAO

O género Passiflora é o mais importante da familia Passifloraceae, com cerca de
400 espécies descritas, as quais ocorrem nos tropicos e regides temperadas quentes
(CERVI, 1997). O Brasil é um dos principais centros de distribuicdo geogréafica do
género Passiflora, onde ocorrem aproximadamente 130 espécies, das quais 88 sédo
endémicas, ou seja, encontradas somente no Brasil (BERNACCI et al., 2005; CERVI,
2010).

Muitas espécies do género Passiflora sdo cultivadas pelas propriedades
alimenticias, ornamentais e medicinais, mas principalmente pela qualidade de seus
frutos. Cerca de 70 espécies produzem frutos comestiveis (SOUZA e MELLET], 1997).
O valor ornamental é conferido pelas belas flores, que exercem atracdo pelo seu
tamanho, pela exuberancia de suas cores e pela originalidade de suas formas
(PEIXOTO, 2005). Varias espécies do género Passiflora integram o repertdrio
etnofarmacoldgico que recomenda folhas, flores, raizes e frutos para combater as mais
diferentes enfermidades, do controle de verminoses ao tratamento de tumores gastricos,
apresentando uma variedade enorme de fitoconstituintes com propriedades
farmacoldgicas (COSTA e TUPINAMBA, 2005).

Outra utilizacdo importante das espécies do género Passiflora é o fornecimento
de genes potencialmente Gteis e sua incorporacdo em espécies com caracteristicas
comerciais (FALEIRO e JUNQUEIRA, 2009). Genes relacionados a resisténcia a
doencas, a autocompatibilidade, melhoria da qualidade fisica e quimica de frutos e
insensibilidade ao fotoperiodo séo alguns exemplos relatados por Faleiro et al. (2011).
O Brasil ¢, atualmente, o maior produtor e 0 maior consumidor de maracuja do mundo e
as acOes de pesquisa e desenvolvimento foram muito importantes para este cenario atual
(FALEIRO et al., 2008). Apesar de abrigar quase um terco das espécies atualmente
conhecidas, apenas a espécie P. edulis Sims. (maracuja-azedo) apresentam cadeia
produtiva desenvolvida no Brasil.

O conhecimento da classificacdo e identificacdo das espécies, da variabilidade
genética intra e inter-especifica e da relacdo entre as espécies cultivadas e seus parentes
silvestres tem sido de consideravel valor na conservacdo e utilizagdo dos recursos
genéticos. Além disso, 0 conhecimento da relacdo entre as espécies e sua evolugéo €

fundamental para a sistematica que visa 0 estudo dos padrdes evolucionarios da
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diversidade biologica. O género Passiflora, apesar de sua importancia atual e potencial
e de seu elevado nimero de espécies encontradas em Vvarios tipos de vegetacdo no
Brasil, ainda é pouco estudado e explorado comercialmente. A realizacdo de estudos de
caracterizacdo de espécies de Passiflora é imprescindivel para subsidiar o uso
econdmico dessas espécies, contribuindo para a sua conservacdo (FALEIRO et al.,
2005). Atividades de caracterizacdo e utilizagdo pratica das espécies silvestres de
maracuja estdo entre as principais demandas da pesquisa (FALEIRO et al., 2006).

Durante os ultimos quinze anos, houve um aumento de publicacGes sobre
filogenias moleculares construidas a partir de analises de sequéncias de DNA
ribossdomico e DNA de cloroplasto. A maioria dos estudos de filogenia molecular
desenvolvidos para o género Passiflora busca elucidar questdes taxonémicas
(MUSCHNER et al., 2003; MUSCHNER, 2005; YOCKTENG e NADOT, 2004;
PADUA, 2004; LORENZ-LEMKE et al., 2005; HANSEN et al., 2006; ZAMBERLAN,
2007). A taxonomia correta dos acessos, muitas vezes, ndo é um processo fécil,
considerando a alta variabilidade intra-especifica e o efeito ambiental sobre o fenétipo
diferenciador entre espécies e variedades botanicas dentro da espécie (FALEIRO,
2007).

O Banco Ativo de Germoplasma de maracujazeiro da Embrapa Cerrados “Flor
da Paixdo” abriga uma das maiores colecdes de espécies do género Passiflora do
mundo. Algumas ddvidas quanto a correta classificacdo taxondmica de alguns acessos
tém ocorrido, assim como questionamentos relacionados a variabilidade genética intra e
interespecifica e relacionados a filogenia e evolucdo de espécies silvestres e comerciais
de maracujazeiro.

No presente trabalho, objetivou-se obter e analisar seqiéncias da regido ITS do
DNA nuclear ribossomal e do DNA de cloroplasto das principais espécies do género
Passiflora do Banco Ativo de Germoplasma da Embrapa Cerrados 'Flor da Paixao' e
compara-las com sequéncias disponiveis nos bancos de dados, a fim de esclarecer
questdes taxondmicas e evolutivas desses acessos e coloca-los em seu contexto
filogenético. Dessa forma, os dados obtidos podem, entdo, ser usados de base para
melhorar o entendimento da compatibilidade geneética interespecifica de espécies

utilizadas em programas de melhoramento genético.
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1.2 MATERIAL E METODOS
1.2.1 Selecdo dos acessos

Para a analise filogenética, foram selecionados 48 acessos do género Passiflora
mantidos no Banco Ativo de Germoplasma de Passifloras da Embrapa Cerrados
(Tabela 1 e Figura 3A e 3B), representando espécies de interesse atual para o
melhoramento genético do maracujazeiro azedo, doce e ornamental. Para complementar
as andlises, foram utilizadas sequéncias de espécies de Passiflora disponiveis no
GenBank.

Tabela 1. Acessos do género Passiflora mantidos no Banco de Germoplasma de
Passifloras da Embrapa Cerrados, selecionados para as analises filogenéticas. Embrapa
Cerrados/ UnB, Brasila, DF, 2014.

N©° Espécies Caodigos
1 P. sidifolia CPAC-MJ-16-01
2 P. amethystina“verdadeiro” CPAC-MJ-13-00
3 P. amethystina“SP” CPAC-MJ-13-01
4 P. amethystina““rui” CPAC-MJ-13-00
5 P. morifolia CPAC-MJ-48-01
6 P. vitifolia CPAC-MJ-46-01
7 P. mucronata CPAC-MJ-10-06
8 P. cerradensis CPAC-MJ-45-01
9 P. elegans CPAC-MJ-44-01
10 P. caerulea CPAC-MJ-14-01
11 P. coccinea CPAC-MJ-08-01
12 P. actinia CPAC-MJ-04-01
13 P. foetida CPAC-MJ-28-01
14 P. cincinata CPAC-MJ-26-01
15 P. odontophylla CPAC-MJ-09-01
16 P. gardineri CPAC-MJ-39-01
17 P. bahenci CPAC-MJ-58-00
18 P. speciosa CPAC-MJ-20-01
19 P. micropetala CPAC-MJ-41-01
20 P. malacophyla CPAC-MJ-43-01
21 P. ambigua CPAC-MJ-49-01
22 P. hatschbachii CPAC-MJ-50-01
23 P. ferruginosa CPAC-MJ-59-00
24 P. coreacea CPAC-MJ-60-00
25 P. organensi CPAC-MJ-51-01
26 P. citrina CPAC-MJ-61-00
27 P. sanguinolenta CPAC-MJ-62-00
28 P. pentagona CPAC-MJ-63-00
29 P. tenuifila CPAC-MJ-30-01
30 P. recurva CPAC-MJ-64-00
31 P. serrato-digitata CPAC-MJ-16-02
32 P. auriculata CPAC-MJ-65-00
33 P. edimundae CPAC-MJ-66-00
34 P. subrotunda CPAC-MJ-17-02
35 P. phoenicia CPAC-MJ-53-01
36 P. quadriglandulosa CPAC-MJ-67-00
37 P. nitida“ MT” CPAC-MJ-01-07
38 P. nitida“Cerrado” CPAC-MJ-01-01
39 P. suberosa CPAC-MJ-35-01
40 P. maliformes CPAC-MJ-68-00
41 P. raminiformes CPAC-MJ-69-00
42 P. laurifolia CPAC-MJ-70-00
43 P. setacea CPAC-MJ-12-01
44 P. trintae CPAC-MJ-40-01
45 P. hematoestigma CPAC-MJ-24-01
46 P. edulis “roxo” CPAC-MJ-21-03
47 P. edulisSims* 4 estigmas” CPAC-MJ-M-23
48 P. edulisSims“amarelo - Matriz GA2” CPAC-MJ-M-01
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1.2.2 Técnicas moleculares

As regides de DNA sequenciadas foram uma regido nuclear repetitiva (espacos
transcritos internos (ITS) 1 e 2 do DNA ribossomal com o gene 5.8S rRNA na posicéao
central.(Baldwin et al.,1995), e quatro locos codificados do DNA de cloroplasto,
incluindo o espaco intergénico trnH-psbA altamente varidvel (Shaw et al., 2005), o
intron trnL (UAA) e 0 espaco intergénico entre o exon trnL (UAA ) 3'e o trnF ( GAA)
( Taberlet et al. , 1991), e partes dos genes rbcL e matK utilizados para DNA barcoding
de plantas (CBOL Plant Working Group, 2009).

O DNA gendmico foi purificado a partir de aproximadamente 100 mg de folhas
jovens, utilizando o método de extracdo (CTAB), brometo de cetiltrimetilamonio
(Doyle e Doyle, 1987). A sequéncia dos espagos transcritos interno (ITS), regides ITS1
e ITS2, juntamente com 0 DNA 5.8S central do gene ribossomal nuclear foi amplificada
por meio de reacdes de PCR contendo 2 ng de DNA gendmico, tampdo de PCR 1X
(Phoneutrea), com MgCl, 3,0 mM , dNTP 0,2 mM , albumina de soro bovino (BSA) 0,1
mg ml™ | 1,5 U da enzima Taq polimerase (Phoneutrea) , betaina 1,3 M e 0,25 pM de
cada iniciador ("ITS5p" e "ITS8p"; Moeller e Cronk, 1997). O ciclo da PCR consistiu
de 2 min a 95 °C, em seguida 35 ciclos de 20 seg a 95 °C, 30 seg a 50 °C e 90 segundos
a 72 °C, seguido por 7 min a 72 °C. Os iniciadores internos localizados na regido
conservada 5.8S rDNA, "ITS2" e "ITS3" (WHITE et al., 1990) foram utilizados
juntamente com os iniciadores de amplicacdo para o sequenciamento. A regido ITS de
varios acessos de Passiflora foi inicialmente recalcitrante ao sequenciamento
automatico da terminacdo de cadeia, devido a presenca de forte sequéncia de poli -G e
poli -C relacionada a estrutura secundaria em produtos de PCR. Finalmente, obtiveram-
se sequéncias ITS de alta qualidade, substituindo-se no mix de dNTP para PCR o dGTP
pelo seu analogo ,7- deaza dGTP (DIERICK et al., 1993).

O espago intergénico trnH - psbA do DNA do cloroplasto foi amplificado
utilizando os iniciadores, psbA3'f (SANG et al., 1997) e trnHf (TATE e SIMPSON,
2003), e uma mistura de reacdo contendo tampdo de PCR 1X, 0,25 uM de cada
iniciador, NTP 0,2 mM , MgCl, 1,5 mM, BSA 0,2 mgmL™ 1.5 U da enzima Taq
polimerase e 2,0 ng de cada amostra de DNA. O ciclo da PCR foi 95 °C por 2 min,
seguido por 35 ciclos de 95 °C por 20 seg , 48 °C por 1 min, 72 °C por 1 min e uma
extensdo final de 7 minutos a 72 ° C.
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O intron trnL (UAA) e 0 espaco intergénico entre o exon trnL (UAA) 3 'e 0 gene
trnF (GAA) do DNA do cloroplasto foram amplificados em reacGes separadas com 0s
iniciadores C e D, E e F, respectivamente (TABERLET et al., 1991). As reacOes de
PCR foram realizadas como relatado para a regido trnH-psbA. O ciclo da PCR para
ambos os pares de iniciadores foi de 95 °C por 2 min, seguido de 35 ciclos de 95 °C por
20's, 54 °C por 1 min, 72° C por 1 min, seguido de um final de 10 mina 72 ° C. Parte
do gene rbcL do DNA de cloroplasto foi amplificado usando o par de iniciadores
rbcLa_f e rbcLa r (KRESS e ERICKSON, 2007), utilizando 0 mesmo mix utilizado
para a PCR da regido trnH—psbA e o mesmo ciclo de amplificagdo da regido psbA —
trnH. Parte do gene matK foi amplificado utilizando a mistura da PCR para a regido
trnH - psb, modificada pela adicdo de 1 M de betaina. Os iniciadores utilizados foram
1R _KIM e 3F_KIM (Dados ndo publicados de Ki- Joong Kim, listados em: DUNNING
e SAVOLAINEN, 2010), e o ciclo de PCR foi 0 mesmo utilizado para a regido rbcL .

Os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose e
purificado para sequenciamento usando ExoSAP (GE Biosciences). Ambas as fitas de
DNA dos produtos de PCR foram sequenciadas utilizando o kit Big Dye v.3.1 (Applied
Biosystems) e os respectivos iniciadores de amplificacdo. Os produtos da amplificacao
foram resolvidos utilizando o sequenciador automéatico ABI 3730 (Applied
Biosystems). As sequéncias foram alinhadas usando o programa ChromasPro v1.5
(Technelysium Pty Ltd), editado no programa BioEdit v7.0.9 (HALL, 1999) e as
sequéncias contigs foram alinhadas usando MAFFT v. 7 com a opgdo G- INS- i
(KATOH e STANDLEY, 2013). A matriz trnL -F alinhada mostrou-se rica em indels
potencialmente informativos os quais foram codificados e acrescentados a matriz de
dados como nucleotideo C ou A , para presenca ou auséncia, respectivamente , usando o
esquema de codificacdo de SIMMONS e OCHOTERENA (2000), como implementado
no programa Fastgap 1.2 (Borchsenius, F. 2009. FastGap 1.2. Department of
Biosciences, Aarhus University, Denmark. Publicado online em
http://www.aubot.dk/FastGap_home.htm). Os dados das matrizes das sequéncias de
DNA de cloroplasto foram concatenados na SequenceMatrix 1.7.8 (VAIDYA et al. ,
2010).
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1.2.3 Analises filogenéticas

Estatisticas de maxima parcimonia padrdo foram geradas seguindo uma busca
heuristica de agrupamentos em arvores usando o programa PAUP* (versdo 4.0b10,
Swofford, 2003). O alinhamento de gaps foram interpretados como dados perdidos e
buscas heuristicas compostas por mil repeticbes de cinco ciclos de adicdo taxon
aleatdria, segurando uma arvore por ciclo, com a otimizacdo de caracter estado
ACCTRAN e troca de ramificacdo TBR. Reponderacdo caracter progressiva também foi
aplicada (discutido por Carpenter, 1994), otimizando o ajuste m&ximo para o indice de
consisténcia redimensionado (Cl), a fim de compensar homoplasia nas matrizes de
dados.

Uma hipotese filogenética baseada na regido sequenciada dos cinco loci da
matriz concatenada de DNA de cloroplasto foi obtida usando o método Bayesian
Markov Chain Monte Carlo como implementado no MrBayes 3.2.2 (RONQUIST et al.,
2012 ). Na analise preliminar usando o procedimento jModelTestv.2 (DARRIBA et al.,
2012; GUINDON e GASCUEL, 2003), o modelo de substituicdo de nucleotideos
General Time Reversible + invgamma (GTR+IG) foi o que ofereceu o melhor ajuste
baseado nos Critérios de Informacdo Bayesiano (CIB), para a maioria das matrizes de
alinhamento. Na analise MrBayes, porém, o procedimento reversivel-jump MCMC
(HUELSENBECK et al., 2004) foi usado na otimizacdo do modelo dentro da familia
GTR (nst=mixed rates=invgamma), e previamente autorizado a variar de forma
independente para cada uma das quatro particbes dos dados de sequencias do DNA de
cloroplasto. Em cada analise, uma cadeia fixa e trés méveis MCMC foram executadas
em paralelo para 10 milhdes de geracdes, amostrando cada 1000 geracdes. Este tempo
de execucéo foi suficiente para o diagnostico de convergéncia e para o desvio padrédo
médio da freqiiéncia de quebra cair para menos de 0,01 em cada execugdo. Os primeiros
agrupamentos em arvores (25%) foram descartados (burn-in) antes do calculo da arvore
consenso baseado na regra maioria (50%). Convergéncia e adequacdo do burn-in foi
confirmada pela visualizacdo das probabilidades dos agrupamentos no programa (Tracer
v1.5, disponivel em http://beast.bio.ed.ac.uk/Tracer, dados ndo apresentados), onde uma
distribuicdo normal dos valores log de probabilidade foi obtida para todos MCMC

executados.
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1.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

1.3.1 Utilidade e qualidade das regides sequenciadas

Dados de seqliéncia das regides amplificadas completas dos cinco regides do
genoma foram gerados com sucesso para todos os 48 acessos de Passiflora selecionados
no Banco de Ativo de Germoplasma da Embrapa Cerrados. Nas regides ITS, matK e
espaco intergénico trnH-psbA, muitas das sequéncias geradas sdo novas para as espéecies
de Passiflora, o que contribuira para o continuo esforco no estudo DNA barcoding em
plantas (HOLLINGSWORTH et al., 2011). As regifes trnL—trnF e rbcL foram, até no
momento da analise dos dados, os mais representados para o género Passiflora no
Genbank, permitindo muitas comparacfes diretas com as espécies da colecdo da
Embrapa e a inclusdo de uma maior quantidade de sequéncias de referéncia nas analises
filogenéticas (Tabela 2).

Os resultados da analise de maxima parcimonia dos cinco marcadores
sequenciados neste estudo e uma combinacdo de quatro marcadores de cloroplastos séo
apresentados na Tabela 2. Entre as regides de cloroplastos, matK produziu
agrupamentos com o maior Cl ndo-ponderado, indicando baixa homoplasia de
caracteres; e ap0Os a reponderacdo dos caracteres produziu agrupamentos consenso
estrito com a maior CFI normalizada, indicando uma melhor resuspensédo filogenética.
Esse desempenho pode ser devido a amostragem, onde matK foi o locus com menor
ndmero de espécies de Passiflora representados no Genbank. Entretanto, este locus
apresentou menor homoplasia em relagdo ao espaco intergénico psbA-trnH, o qual foi
comparativamente representado em termos de acessos de referéncia incluidos nas
anélises .

Das regides com maior representacdo das espécies de Passiflora no Genbank,
rbcL e trnL-F, o primeiro teve o menor Cl de todos os marcadores de DNA de
cloroplasto assim como a menor resuspensdo filogenética. Na arvore Bayesiana rbcL,
muitas das espécies do Banco de Germoplasma da Embrapa ficaram agrupadas
préximas das sequéncias de referéncia das mesmas espécies. No entanto, muitos destes
subgrupos incluiram grandes politomias, e apds a analise de probabilidade, ndo foram
significativos. A codifica¢do indel da matriz trnL-F permitiu a adi¢do de 80 caracteres
na matriz de dados, aumentando significativamente as medic¢oes de CFI. No entanto, 0s
caracteres adicionais ndo baixaram significativamente o CI, mesmo depois da

reponderacdo dos caracteres.
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Tabela 2. Estatisticas dos caracteres e da maxima parcimonia dos agrupamentos. Embrapa Cerrados/ UnB, Brasila, DF, 2014.

. Acessos Total de CargctAe res Caracteres  Caracteres CFIl/CFI Comprimento
Locus/Regibes . . caracteres  parcimonia- . . Cl RI RC
incluidos . ! - constantes  ponderados normalizado da arvore
alinhados informativos

ITS (uw) 95 828 387 324 57/0.620 2027 0.4435 0.7945 0.3524
ITS (w) 325 89/0.967 635.87 0.6316 0.8740 0.5521
matK (uw) 63 725 126 519 41/0.683 320 0.7906 0.9140 0.7226
matK (w) 45 45/0.750 231.23 0.9093 0.9634 0.8760
psbA-trnH (uw) 76 690 135 479 42/0.575 460 0.6348 0.8549  0.5427
psbA-trnH (w) 84 45/0.616 249.34 0.8133 0.7150 0.7538
rbcL (uw) 147 551 106 415 54/0.375 320 0.5313 0.8895 0.4726
rbcL (w) 64 69/0.479 145.11 0.7774 0.9521  0.7402
EL’\‘/'V-)F + indels 154 1362 271 795 89/0.589 1045 0.6450 08637 0.5571
E;C)LF + indels 161 97/0.642 56493 09074 09646 08753
trnLF (uw) 154 1179 191 790 77/0.510 682 0.7273 0.9086 0.6608
trnLF (w) 97 77/0.510 430.26 0.9141 0.9701 0.8868
Combined

149 3094 540 2185 91/0.623 1829 0.6315 0.8590 0.5424
chloroplast (uw)
Combined 312 91/0.664 968.90 0.7503 09422  0.8075

chloroplast (w)

Estatisticas foram geradas pela maxima parciménia padréo seguindo uma busca heuristica de agrupamentos em arvores usando o programa PAUP* (verséo 4.0010,
Swofford, 2003); (uw) = matriz ndo-ponderada; (w) = matriz progressivamente reponderada; CFI= Informacdo Componente ou Indice de agrupamentos consenso; Cl =

indice de Consisténcia; RI = indice de Retencdo; RC = indice de Consisténcia Redimensionado.
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O agrupamento gerado pela anélise da regido ribossomal (ITS) (Figura 2) apresentou o
menor indice de consisténcia de todas as regides utilizadas, mas apresentou um dos maiores
CFI normalizado ndo ponderado juntamente com o matK e o das regides combinadas do
cloroplasto. Apds a reponderacdo progressiva dos caracteres, o ITS apresentou CFI maior que
0 das regides individuais e combinadas do cloroplasto, mostrando maior nimero de
agrupamentos consenso e resuspensdo filogenética, entretanto em termos de consisténcia
filogenética, manteve um baixo valor de Cl. A dificuldade na obtencdo de dados de
sequéncias de boa qualidade a partir das regides amplificadas de ITS para muitos acessos €
uma barreira para a utilizacdo desse marcador como um DNA barcoding em Passifloras, e
talvez seja por essa razdo que este loco ndo tem sido amplamente seqlienciado e utilizado
neste género. Supde-se que este problema seja devido a forte estrutura secundaria do DNA
desta regido, e nossa suspensao, de substituir o dGTP pelo seu analogo, 7- deaza dGTP, no
mix de dNTP para PCR funcionou bem em nosso grupo de acessos, aumentando o sucesso € a
acurécia na coleta de dados, embora ndo seja um procedimento padrao.

A combinacdo dos dados de seqiiéncias dos diferentes locos de DNA de cloroplasto em
uma Unica matriz concatenada melhorou o CFI normalizado em relacdo as seqliéncias Unicas
(exceto em relacdo ao matK), mas ndo aumentou a consisténcia dos agrupamentos (CI) em
relacdo a maioria das regides de DNA de cloroplasto individuais. A regido individual matK
apresentou os maiores valores de CFI e CI. Baixos valores de CFI e Cl observados em alguns
marcadores de DNA de cloroplasto individuais e combinados pode ser devido em grande
parte a inevitavel quantidade de dados perdidos incorporados a matriz por causa de diferencas
na disponibilidade de seqliéncias de referéncia.

Para todas as regiGes, as arvores consenso resultantes das analises filogenéticas
bayesianas apresentaram, pelo menos, resuspensdo adequada quando as matrizes foram
progressivamente reponderadas, mantendo um bom comprimento da arvore com topologias
semelhantes (dados ndo apresentados). As discussdes das informacgdes geradas pelas analises

filogenéticas feitas a seguir serdo, entdo, restritas aos agrupamentos bayesianos.
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1.3.2 Analises filogenéticas aplicadas ao banco de germoplasma de Passiflora

As analises filogenéticas geradas com base nas seqiiéncias ITS (Figura 1) e nas
sequéncias de DNA de cloroplasto combinado (matK , espago intergénico trnH-psbA, intron
trnL e espaco intergénico trnL-trnF ) (Figura 2) permitiu o agrupamento dos acessos
estudados em quatro grupos coincidentes com 0s subgéneros propostos para 0 género
Passiflora. Subgéneros: Passiflora (L.), Decaloba (DC.) Rchb., Astrophea (DC.) Mast. e
Deidamioides (Harms) Killip. Estes resultados concordam com os estudos realizados por
Muschener et al. (2003) e Muschener (2005). O nimero de cromossomos é variavel de acordo
com o subgénero o qual a espécie pertence: Subgénero Passiflora n= 9,10 ou 11, Subgénero
Decaloba n= 6, Subgénero Deidamioides n=12, Subgénero Astrophea n= 12 (JOHN M.
MACDOUGAL e CHRISTIAN FEUILLET, 2004).

Outro resultado verificado nas andlises foi a formacdo de dois grupos com base no
tamanho das flores. Um grupo foi formado com as espécies que apresentam flores pequenas,
representadas pelo subgénero Astrophea e Decaloba e o outro grupo formado com as espécies
de flores grandes, representadas pelo subgénero Passiflora (Figura 1 e 2). Dentro do grupo
dos acessos do subgénero Passiflora, ficaram agrupadas algumas espécies de flores pequenas
(Passiflora bahensi, P. malacophylla e P. laurifolia),que ndo foram utilizadas nas andlises de
Muschener et al. (2003). O subgénero Passiflora é o que apresenta maior numero de espécies
e variabilidade interespecifica com relacdo a morfologia, tamanho e cores das flores (SOUZA
e MELLETI, 1997), sendo o que apresentou maior representatividade de espécies e subgrupos
no presente trabalho.

No grupo com os acessos de Passiflora com flores grandes, as espécies P. speciosa, P.
coccinea, P. vitifolia, P. trintae, P. recurva, P. hathisbach e P. setacea tém grande potencial
ornamental devido as suas belas flores brancas e vermelhas. A proximidade filogenética
dessas espécies evidenciada pelas sequéncias de DNA de cloroplasto e ITS sugerem a
possibilidade de compatibilidade genética interespecifica, possibilitando a obtencdo de
individuos com potencial ornamental devido a combinacao das cores das flores, aléem do vigor
hibrido e combinagéo de genes de interesse. O primeiro hibrido de maracujazeiro ornamental
registrado no Brasil, BRS Estrela do Cerrado (Figura 3C), foi obtido a partir da selecdo em
uma populacgdo F; oriunda do cruzamento interespecifico envolvendo um acesso da espécie P.
setacea e outro da especie P. coccinea (Embrapa, 2007). Este hibrido & multiplicado por

propagacdo vegetativa para garantir a manutencdo das caracteristicas das flores e a
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precocidade da producdo, sendo recomendado para o paisagismo de grandes areas como
cercas, muros e pérgolas.

A taxonomia dos acessos das espécies de Passiflora muitas vezes é dificultada por
causa da grande variabilidade genética interespecifica existente no Brasil, um dos centros de
diversidade do género. Junqueira et al. (2008) estudaram a variabilidade de 17 acessos de P.
nitida mantidos no Banco de Germoplasma da Embrapa Cerrados por meio de marcadores
moleculares RAPD, verificando elevada variabilidade genética entre acessos,principalmente
aqueles procedentes de diferentes Estados e fitofisionomias do Cerrado.

Dois acessos de Passiflora nitida (P. nitida “Cerrado” CPAC-MJ-01-07 e P. nitida
“MT” CPAC-MJ-01-01) mantidos no Banco de Germoplasma Flor da Paixdo na Embrapa
Cerrados foram analisados, por suspeitas de ndo pertencerem a mesma espécie, baseadas nas
suas caracteristicas morfoldgicas. Entretanto, eles ficaram no mesmo agrupamento e foram
claramente distinguidos de outras espécies proximamente relacionadas, como P. ambigua, em
todos os marcadores, exceto no espaco intergénico psbA - trnH . Além disso, ambos os
acessos compartilhavam a mesma sequéncia rbcL com um outro acesso de P. nitida incluido
na analise filogenética molecular do género realizada por Muschneret. al. (2005).

O acesso de Passiflora phoenicia (CPAC-MJ-53-01) (Figura 3D), utilizado nesse
trabalho ja foi objeto de controvérsias relacionadas a taxonomia. Inicialmente esse acesso era
chamado de Passiflora alata “de brinco” devido a similaridade morfolégica com 0s acessos
da espécie P. alata (Figura 3E) e a presenca de dois grandes nectarios amarelos na base da
folha. Estudos de variabilidade genética de acessos de P. alata, incluindo o acesso CPAC-MJ-
53-01, realizado por Bellon et al. (2008),mostraram que esse acesso foi 0 mais divergente dos
acessos de Passiflora alata. Baseado nesse resultado, o acesso CPAC-MJ-53-01 foi
novamente avaliado taxonomicamente com base nas caracteristicas morfoldgicas,sendo
reclassificado como P. phoenicia.

No presente trabalho, o acesso CPAC-MJ-53-01, agrupou-se com P. alata usando o0s
marcadores de DNA de cloroplasto (Figura 2). Existe uma hipétese que o P. phoenicia tenha
se originado de um cruzamento natural entre P. alata e P. quadrangularis (Figura 3F). Esta
hipbtese pode ser testada pela inclusdo de outros acessos de P. alata e P. quadrangularis e P.

phoenicia em futuros estudos de sequéncias usando a regido ITS de DNA nuclear ribossomal.
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Figura 2- Arvore filogenética baseada nas sequéncias concatenadas das regides de
cloroplasto, obtidas através da inferéncia bayesiana. Os nimeros sobre os ramos indicam
valores de boodstrap. Embrapa Cerrados/ UnB, Brasila, DF, 2014.

57



Neste contexto, outro resultado importante verificado no trabalho foi o agrupamento
dessas trés espécies de maracujas doce: Passiflora alata, Passiflora quadrangularis e
Passiflora phoenicia (Figura 2) Esta proximidade filogénetica das trés espécies e a
compatibilidade genética entre elas sugere a possibilidade de utilizacdo de cruzamentos
interespecificos para ampliacdo da base genética do programa de melhoramento do maracuja-
doce, levando a combinag0es génicas de interesse visando 0 aumento da resisténcia a doencas,
melhoria das caracteristicas fisicas e quimicas de frutos e aumento da produtividade
(FALEIRO et al., 2011).

Uma discussdo antiga a respeito de acessos de maracujazeiro azedo (P. edulis) com
relacdo a coloracdo de casca amarela e casca roxa (CPAC-MJ-M-01) e (CPAC-MJ-21-03)
(Figura 3G), foram alvo de investigacdo nas analises utilizando as sequencias geradas pela
regido ITS e regides de DNA de cloroplasto. Outra variacdo encontrada em acessos de
Passiflora edulis é a presenca de 4 estigmas, como 0 que ocorre no acesso CPAC-MJ-M-23
(Figura 3l).

Uma importante revisdo sobre a taxonomia desses acessos foi realizada por Bernacci
et al. (2008). Segundo esses autores, 0s acessos de maracujazeiro azedo devem ser citados
como da espécie Passiflora edulis Sims, independente da cor da casca do fruto, incluindo as
cultivares de maracujazeiro azedo registrados no RNC-MAPA (Registro Nacional de
Cultivares do Ministério da Agricultura Pecuéria e Abastecimento). Na andlise de
agrupamento obtidas pela concatencdo das sequencias de DNA de cloroplasto, verificou-se o
agrupamento dos acessos P. edulis Sims”Amarelo” (CPAC-MJ-M-01) e P. edulis “roxo
silvestre” (CPAC-MJ-21-03) e P. edulis Sims “4 estigmas”(CPAC-MJ-M-23) (Figura 2). Na
analise das sequéncias geradas pela regido ITS verificou-se diferenca filogenética entre o
acesso CPAC-MJ-21-03 (P. edulis "roxo silvestre™) (Figura 3G e 3H) em relacdo aos outros
acessos de P.edulis. Isso sugere futuras investigacfes com a inclusdo de uma amostra maior
de acessos de P. edulis, incluindo acessos de P. edulis forma flavicarpa e acessos silvestres de
P. edulis Sims.

Grandes variagcGes morfoldgicas tém sido observada em acessos classificados como P.
amethystina (tamanho de flor, horério da abertura da flor, ovario pubescente, coloragdo dos
filamentos, tamanho do fruto, comprimento das fimbrias, formato do estigma, presenca de
mucron), P.amethystina “SP”(Figura 3J), (P.amethystina “verdadeiro”(Figura 3K), e P.
amethystina “rui”),(Figura 3L). As analises filogenéticas desses acessos com base nas
sequéncias ITS e de DNA de cloroplasto (Figuras 2 e 3) demonstraram que P. amethystina
“verdadeiro” e P. amethystina “SP” estdo proximamente relacionados, enquanto P.

amethystina “rui” apresentou certa diferenga. Neste contexto, uma nova analise da taxonomia
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do acesso P. amethystina “rui”, é requerida, considerando suas diferengas morfologicas em

relacdo aos demais acessos da espécie.

Ly 4
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Fead o

Figura 3. Banco de Germoplasma de Passifloras da Embrapa Cerrados (A e B), Hibrido
ornamental BRS Estrela do Cerrado (C), P. phoenicia, acesso CPAC-MJ-53-01 (D), P.alata
(E), P.quadrangulares (F),Fruto de P. edulis Sims (Amarelo) acesso CPAC-MJ-M-01) e Fruto
de P. edulis “roxo” acesso CPAC-MJ-M-23(G), Flor do acesso P. edulis “roxo” acesso
CPAC-MJ-M-23(H), P.edulis Sims”4 estigmas” acesso CPAC-MJ-21-03), P. amethistina
“SP” acesso CPAC-MJ-13-01 (J), P.amethistina “verdadeiro” acesso CPAC-MJ-13-00 (K),
P.amethistina “Rui” CPAC-MJ-13-00 (L). Embrapa Cerrados/ UnB, Brasila, DF, 2014 Fotos
:Nilton Tadeu Vilela Junqueira
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Uma utilidade das andlises filogenéticas baseadas em sequiéncias do DNA é facilitar a
correta taxonomia dos acessos mantidos nos Bancos de germoplasma. Neste trabalho, as
sequéncias de 22 acessos de Passiflora mantidos no Banco de Germoplasma 'Flor da Paix&o'
na Embrapa Cerrados foram comparadas com sequéncias de acessos das mesmas espécies
disponiveis no Genbank. Foi verificado que 78,6% dos acessos tiveram sua taxonomia
confirmada com base nas sequéncias ITS e 50 % dos acessos tiveram sua taxonomia
confirmada com base nas seqliéncias de DNA de cloroplasto. A superioridade observada da
regido ITS para fins de identificacdo esta provavelmente relacionada com a maior resuspensao
filogenética do marcador ao nivel de espécie, como indicado pelo alto valor CFI normalizado
(Tabela 2) e também pelo suporte geralmente maior da ramificagdo em muitos dos
agrupamentos terminais, em comparacdo com os da &rvore estabelecida com os marcadores de
DNA de cloroplasto combinado. A questdo do marcador ITS ter heranca materna e paterna
também pode ser uma explicacdo dessa superioridade em relacdo as sequencias geradas pelo
DNA de cloroplasto cuja heranga é apenas materna. Em um grupo restrito, apenas 0s acessos
de P. ambigua, P. coccinea e P. vitifolia ndo tiveram sua taxonomia confirmada. Dados de
sequéncia de acessos dessas espécies da nossa colecdo, assim como uma verificacdo de
morfologia dos acessos seqlienciados originalmente seriam necessarios para esclarecer essa
diferenga.

Outra ferramenta auxiliar das anélises de similaridade de sequéncias ITS e do DNA de
cloroplasto é permitir inferéncias sobre a possibilidade de uso da compatibilidade
interespecifica para ampliacdo da base genética dos programas de melhoramento do
maracujazeiro azedo, doce, silvestre e ornamental (FALEIRO et al., 2011). Entre as varias
espécies de passifloras, algumas apresentam caracteristicas interessantes que podem ser
introduzidas no maracujazeiro azedo comercial. Além da resisténcia a doencas e a algumas
pragas, ha espécies autocompativeis.

Ha espécies 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 maracuja-azedo comercial em regides de
maior latitude no Brasil. Essa caracteristica, se incorporada ao maracujazeiro comercial,
podera eliminar os problemas referentes a sua sazonalidade, permitindo a producdo de frutos
durante o ano todo na regido Centro-Sul do Brasil. Outra caracteristica importante observada
em algumas espécies silvestres é a presenca de androgindforo mais curto que reduz a altura
dos estigmas em relacdo a corona, facilitando a polinizac&o por insetos menores (FALEIRO et
al., 2011).
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Estudos sobre a compatibilidade genética entre espécies do género Passiflora, por meio
de cruzamentos artificiais, ttm sido realizados na Embrapa Cerrados (SOUZA, et al.,
2008,JUNQUEIRA, et al., 2005). A Tabela 3 mostra alguns dos cruzamentos interespecificos
ja avaliados no programa de melhoramento do maracujazeiro na Embrapa, evidenciando
aqueles onde houve compatibilidade genética e aqueles onde ndo foi obtido sucesso na
hibridagdo. Analisando as espécies utilizadas nos 24 cruzamentos interespecificos com
compatibilidade genética, observa-se que as espécies utilizadas em cada cruzamento
apresentaram alta similaridade genética com base nas seqiiéncias de DNA de cloroplasto,
ficando no mesmo grupo filogenético (54,2%) ou em grupos proximos (45,8%) (Tabela 3,
Figura 4).

Entre os 11 cruzamentos analisados sem compatibilidade, observou-se que a maior
parte das espécies utilizadas em cada cruzamento esta localizada em diferentes grupos
filogenéticos estabelecidos com base na analise das sequéncias da regido do DNA de
cloroplasto (Tabela 3, Figura 4). As espécies localizadas em grupos diferentes representaram
63,6% dos cruzamentos incompativeis, sendo que 36,4% dos cruzamentos incompativeis
incluiram espécies de bracos distantes (Tabela 3). Em quatro cruzamentos envolvendo
espécies localizadas no mesmo grupo filogenético (grupol), ndo houve sucesso na hibridacéo.
Fatores como a maturacdo do pélen, receptividade do estigma, tamanhos diferentes dos gréos
de pdlen, tubo polinico e ovario podem ter comprometido o sucesso das hibridacdes. No caso
da incompatibilidade entre espécies de diferentes grupos e subgéneros, a falta de
compatibilidade pode ser facilmente explicada pelas diferencas no ndmero cromossomos
destas diferentes espécies (HANSEN et al., 2006).
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Tabela 3. Cruzamentos interespecificos, compatibilidade genética e localizacdo das espécies
utilizadas em cada cruzamento nos grupos filogenéticos estabelecidos com base em analises
de sequéncias combinadas de DNA de cloroplasto. Embrapa Cerrados/ UnB, Brasila, DF,

2014.

Cruzamento interespecifico

Compatibilidade

Grupo
filogenético de
localizacdo da Subgéneros

genética .
respectiva
espécie
P. edulis x P. setacea Sim 1x1 Pass x Pass*
P. galbana x P. alata Sim 2x1 Pass x Pass*
P. mucronata x P. alata Sim 2x1 Pass x Pass*
P. quadrangulares x P. alata Sim 1x1 Pass x Pass*
P. coccinea x P. setacea Sim 1x1 Pass x Pass*
P. galbana x P. alata Sim 2x1 Pass x Pass*
P. galbana x P. actinia Sim 2x1 Pass x Pass*
P. sanguinolenta x P. citrina Sim 3x3 Deca x Deca*
P. sanguinolenta x P. capsulares Sim 3x3 Deca x Deca*
P. alata x P. galbana Sim 1x2 Pass x Pass*
P. setacea x P. edulis Sim 1x1 Pass x Pass*
P. edulis x P. caerulea Sim 1x2 Pass x Pass*
P. setacea x P. alata Sim 1x1 Pass x Pass*
P. setacea x P. amethysthina Sim 1x2 Pass x Pass*
P. laurifolia x P. nitida; Sim 1x1 Pass x Pass*
P. caerulea x P. amethystina; Sim 2Xx2 Pass x Pass*
P. coccinea x P. actinia Sim 1x1 Pass x Pass*
P. sidifolia x P. actinia Sim 1x1 Pass x Pass*
P. galbanax P. actinea Sim 2x1 Pass x Pass*
F1(P. coccinea x P. setacea)x P. coccinea Sim 1x1 Pass x Pass*
F1 (P. coccinea x P. setacea) x P. mucronata Sim 1x2 Pass x Pass*
P. galbana x P. edulis Sim 2x1 Pass x Pass*
P. setacea x P. coccinea Sim 1x1 Pass x Pass*
P. mucronata x P. coccinea Sim 2x1 Pass x Pass*
P. caerulea x P. edulis Né&o 2x1 Pass x Pass*
P. edulis x P. tenuifila Né&o 1x2 Pass x Pass*
P. hematoestigma x P. edulis Né&o 4x1 Astro x Pass*
P. hematoestigma x P. coccinia Néo 4x1 Astro x Pass*
P. edulis x P. actinia Né&o 1x1 Pass x Pass*
P. amethystina x P. edulis Néo 2x1 Pass x Pass*
P. serratodigitada x P. alata Néo 1x1 Pass x Pass*
P. mansoi x P. caerulea Né&o 4x2 Astro x Pass*
P. serratodigitata x P. edulis Né&o 1x1 Pass x Pass*
P. serratodigitata x P. coccinea Né&o 1x1 Pass x Pass*
P. mansoi x P. edulis N&o 4x1 Astro x Pass*

*Pass(Subgénero Passiflora), *Deca(Subgénero Decaloba), *Astro (Subgénero Astrophea)
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Figura 4- Arvore filogenética baseada nas sequéncias concatenadas das regides de cloroplasto
dividida em quatro grupos filogenéticos, utilizada no estudo da compatibilidade genética das
espécies envolvidas nos cruzamentos interespecificos Embrapa Cerrados/ UnB, Brasila, DF,
2014.
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1.4 CONCLUSOES

A andlise filogenética das sequéncias ITS do DNA nuclear ribossomal e das
sequéncias de DNA de cloroplasto das principais espécies representativas do banco de
germoplasma 'Flor da Paixdo' da Embrapa Cerrados, com a inclusdo de sequéncias pré-
existentes disponiveis na base de dados de nucleotideos do Genbank, forneceu informagdes
importantes para a curadoria da cole¢do. As seqliéncias geradas neste estudo, em particular, as
mais informativas, mas atualmente pouco representadas neste género, a regido ITS, ird
contribuir para futuros trabalhos filogenéticos, evolutivos e taxondmicos em Passiflora. Além
disso, espera-se que os dados obtidos irdo suportar e facilitar futuras acdes dos programas de

melhoramento do maracuja.
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CAPITULO 2

VARIABILIDADE GENETICA DE GENOTIPOS ELITE DE
MARACUJAZEIRO OBTIDOS EM PROGRAMAS DE
RETROCRUZAMENTO ENVOLVENDO ESPECIES SILVESTRES E
COMERCIAIS DE MARACUJAZEIRO COM BASE EM
MARCADORES RAPD

GENETIC VARIABILITY OF ELITE PASSIONFRUIT GENOTYPES
FROM BACKCROSS BREEDING PROGRAM INVOLVING WILD AND
COMMERCIAL SPECIES BASED ON RAPD MARKERS
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VARIABILIDADE GENETICA DE GENOTIPOS ELITE DE MARACUJAZEIRO
OBTIDOS EM PROGRAMAS DE RETROCRUZAMENTO ENVOLVENDO
ESPECIES SILVESTRES E COMERCIAIS DE MARACUJAZEIRO COM BASE EM
MARCADORES RAPD

RESUMO

O maracujazeiro azedo, Passiflora edulis, possui baixa variabilidade genética para
resisténcia a doencas, uma alternativa para aumentar a variabilidade € a utilizacao de espécies
silvestres na base de cruzamentos do melhoramento genético de passifloras. Neste trabalho
objetivou-se analisar a variabilidade genética de genotipos elite de maracujazeiro obtidos em
programas de retrocruzamento envolvendo espécies silvestres e comerciais com base em
marcadores moleculares RAPD. Foram analisados 32 gendtipos de Passiflora. O DNA
gendmico de cada material foi extraido e nove iniciadores decameros foram utilizados para a
obtencdo dos marcadores moleculares via Reacdo em Cadeia da Polimerase. Foram realizadas
analises de agrupamento via dendrograma e grafico de dispersdo. Foram obtidos 177
marcadores, dos quais 95% foram polimorficos. As distancias genéticas entre os 32 genotipos
variaram entre 0,035 e 0,562. Analises de agrupamento mostraram que 0s genotipos elite se
agruparam com a espécie comercial utilizada como genitor recorrente. Os marcadores
evidenciaram variabilidade genética entre os gendtipos estudados e confirmaram a eficiéncia

da recuperacdo do genoma recorrente dentro do programa de retrocruzamentos.

Palavras chave: Passiflora, Melhoramento Genético, Marcadores moleculares
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GENETIC VARIABILITY OF ELITE PASSIONFRUIT GENOTYPES FROM
BACKCROSS BREEDING PROGRAM INVOLVING WILD AND COMMERCIAL
SPECIES BASED ON RAPD MARKERS

ABSTRACT

The passion fruit, Passiflora edulis, has low genetic variability for disease resistance. An
alternative for increase the variability have been the use of wild species in crosses with elite
cultivars in genetic breeding programs. The objective of this work was to analyze the genetic
variability of elite genotypes of passion fruit obtained in backcross programs involving wild
and commercial species based on RAPD markers. We analyzed 32 genotypes of Passiflora.
Genomic DNA was extracted from each material and nine decamer primers were used to
obtain the molecular markers via the Polymerase Chain Reaction. Analyses of clustering
dendrogram and scatter plot were performed. We obtained 177 markers, of which 95% were
polymorphic. The genetic distances between the 32 genotypes ranged between 0.035 and
0.562. Cluster analysis showed that the elite genotypes were grouped with the commercial
cultivars used as recurrent parent. The markers showed genetic variability among genotypes

and confirmed the efficiency of recurrent genome recovery within the backcrossing program.

Keywords: Passiflora, genetic improvement, molecular markers
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2.1 INTRODUCAO

O Brasil é um dos mais importantes centros de diversidade do maracuja, pois muitas
especies silvestres de Passiflora sdo nativas, notadamente, no Centro-Norte do Pais
(FERREIRA, 2005). Estima-se que mais de 130 espécies de Passiflora sejam nativas do
Brasil, apresentando ampla variabilidade genética, que é o ponto de partida para qualquer
programa de melhoramento genético de uma espécie. A base genética do maracujazeiro-
azedo comercial para resisténcia a doencas é relativamente estreita, sendo uma alternativa a
utilizacdo de espécies silvestres para aumentar o grau de resisténcia das cultivares comerciais
a doengas.

Estudos preliminares tém mostrado que existe pouca variabilidade genética entre as
cultivares comerciais para a resisténcia a doencas (JUNQUEIRA et al., 2003). Para ampliar
essa base genética, espécies silvestres de maracujad tém sido utilizadas com sucesso em
programas de melhoramento genético, principalmente utilizando o método dos
retrocruzamentos auxiliado por marcadores moleculares (FALEIRO et al., 2008; FALEIRO e
JUNQUEIRA, 2009).

Marcadores moleculares do DNA tém sido utilizados como uma ferramenta auxiliar nas
diferentes etapas do melhoramento genético, desde a caracterizacdo do germoplasma até as
etapas finais de selecdo de plantas melhoradas (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998;
FALEIRO, 2007). Por se tratar de uma espécie semiperene, o estudo de diversidade genética e
confirmacédo de hibridagdes interespecificas com base em caracteristicas morfo-agrondmicas
em Passiflora demanda tempo. Nesse caso, 0 uso de marcadores moleculares é altamente
viavel, por permitir um rapido estudo da variabilidade presente (PEREIRA et al., 2005;
VIEIRA et al., 2005) e segura deteccdo de hibridacdes interespecificas (FALEIRO et al.,
2003).

Neste trabalho, objetivou-se analisar e quantificar a variabilidade genética de genotipos
elite de maracujazeiro obtidos em programas de retrocruzamento envolvendo espécies
silvestres e comerciais de maracujazeiro com base em marcadores RAPD para
acompanhamento da recuperacdo do genoma recorrente e quantificacdo da reducdo da

variabilidade genética devido aos retrocruzamentos.
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2.2 MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi desenvolvido no laboratorio de Genética e Biologia Molecular da
Embrapa Cerrados, Planaltina- DF. Os gendtipos utilizados neste trabalho foram obtidos a
partir do programa de melhoramento genético do maracujazeiro realizado pela Embrapa
Cerrados visando obter variedades de maracujazeiro mais produtivas, com maior resisténcia a
doencas e melhor qualidade fisico-quimica dos frutos. Para o estudo da variabilidade genética,
foram analisados 32 genoOtipos (matrizes) selecionados, sendo 25 de cruzamentos inter-
especificos e 4 de cruzamentos intra-especificos e 3 espécies silvestres (Passiflora edulis
Sims (acesso silvestre roxo), Passiflora setacea e Passiflora caerulea), utilizadas como
progenitores na base dos cruzamentos (Tabela 1).

A partir de seis progénies obtidas de diferentes geracbes de retrocruzamentos entre o
maracujazeiro comercial (P. edulis) com espécies silvestres P. caerulea, P. edulis “roxo
silvestre” e P. setacea foram obtidas 315 plantas resultantes do processo de retrocruzamento.
Destas, 29 plantas (geno6tipos) foram selecionadas de acordo com o desempenho agrondmico
e avaliacOes realizadas por FUHRMANN (2011). Essa selecdo foi baseada na resisténcia a
bacteriose, produtividade, maior tamanho de frutos, coloragdo de polpa mais intensa

(avermelhada) e maior teor de sélidos sollveis.
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Tabela 1- Geno6tipos de maracujazeiros resultantes do processo de retrocruzamento e espécies
silvestres utilizadas no estudo de variabilidade genética e suas respectivas origens. Embrapa
Cerrados/ UnB, Brasila, DF, 2014.

Ordem Genotipos ( Matrizes) Origem dos genotipos (Matrizes)
PCR

1 P. edulis silvesreroxo -
2 P. setacea -
3 P. caerulea -
4 EC4-121 P. caerulea x P. edulis (RC4)
5 EC4-124 P. caerulea x P. edulizs (RC4)
6 EC4-128 P. caerulea x P. eduliz (RC4)
7 ES4 - 138 P setacea x P. edulis (RC4)
8 EC5 -153 P. caerulea x P. eduliz (RC5)
9 ERE - 171 P. edulis "flavicarpa™ x P_ edulis “roxo” silvestre
10 BE S Gigante Amarelo -211 P. edulis “flavicarpa” x P. edulis ‘flavicarpa”
11 EC4 -123 P. caerulaa x P. edulis (RC4)
12 ES4 - 238 P. setaceax P. edulis (RC4)
13 ES4 - 239 P. setaceax P. edulis (RC4)
14 EC5-1235 P. caerulea x P. edulis (RC5)
15 EC5 -257 P. caerulea x P. edulizs (RC5)
16 ES6 - 265 P. edulis “flavicarpa™ x P. edulis “flavicarpa™
17 ERE - 272 P. edulis “flavicarpa™ x P. edulis “roxo” silvestre
18 BRS Gigante Amardo -315 P edulis flavicarpa”™ x P. edulis “flavicarpa™
19 EC4 -325 P. caerulaa x P. edulis (RC4)
20 ES4 -331 P. setaceax P. edulis (RC4)
21 ECS5 -336 P. caerulea x P. edulis (RC5)
22 ERE - 371 P. edulis “flavicarpa™ x P. edulis “roxo” silvestre
23 ERE - 378 P. edulis “flavicarpa™ x P. edulis “roxo” silvestre
24 ES4 -433 P. setaceax P. edulis (RC4)
25 ECS5 -455 P. caerulea x P. eduliz (RC5)
26 EC5-4536 P. caerulea x P. edulis (RC5)
27 EC5 -458 P. caerulea x P. edulis (RC5)
28 ES6 - 468 P. setaceax P. edulis (RC6)
29 ERE - 476 P. edulis “flavicarpa™ x P. edulis “roxo” silvestre
30 BR S Gigante Amardo -512 P. edulis "flavicarpa” x P. edulis “flavicarpa
31 BRS Gigante Amardo -519 P. edulis flavicarpa” x P. edulis “flavicarpa
32 ES5 - 546 P. setaceax P. edulis (RCS)

2.2.1 Extracdo de DNA e amplifiacédo via PCR

Folhas em estagio intermediario de maturacdo foram coletadas e 0 DNA gendmico de
cada gendtipo foi extraido utilizando o método do CTAB, com modificagdes (FALEIRO et
al., 2003). Amostras de DNA de cada acesso foram amplificadas para a obtencdo de
marcadores RAPD. As reagdes de amplificagcdo foram feitas em um volume total de 13 pL,
contendo Tris-HCl 10 mM (pH 8,3), KCI 50 mM, MgCI2 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 Taqg polimerase e,
aproximadamente, 15 ng de DNA. Para obten¢do dos marcadores RAPD foram utilizados 09
primers decameros: OPD (07, 10 e 16), OPF (01, 14 ), OPG (01 e 08), OPH (12 e 16). As
amplificacbes foram efetuadas em termociclador programado para 40 ciclos, cada um
constituido pela seguinte seqliéncia: 15 segundos a 94 °C, 30 segundos a 35 °C e 90 segundos

a 72 °C. Apos os 40 ciclos, foi feita uma etapa de extensdo final de seis minutos a 72 °C, e
74



finalmente, a temperatura foi reduzida para 4 °C. Apds a amplificacdo, foram adicionados, a
cada amostra, 3 pl 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 tampéao TBE (Tris-Borato 90 mM, EDTA 1 mM). A separacdo eletroforética foi
de, aproximadamente, quatro horas, a 90 volts. Ao término da corrida, os geis foram
fotografados sob luz ultravioleta.

Os marcadores RAPD gerados foram convertidos em uma matriz de dados binarios, a
partir da qual foram estimadas as distancias genéticas entre os diferentes acessos, com base
no complemento do coeficiente de similaridade de Nei e Li, utilizando-se o Programa Genes
(CRUZ, 2004). A matriz de distancias genéticas foi utilizada para realizar a analise de
agrupamento, por meio de dendrograma com o auxilio do Programa Statistica (Statsoft Inc.,
1999), utilizando o método do UPGMA como critério de agrupamento e a dispersao grafica
baseada em escalas multidimensionais usando o método das coordenadas principais, com
auxilio do programa SAS (SAS Institute Inc.,1989) e Statistica (Stat Soft Inc,1999).

2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os nove primers decameros geraram um total de 177 marcadores RAPD, perfazendo
uma média de 19,6 marcadores por primer. Do total de marcadores, 95% foram polimorficos,
(Tabela 2). A alta porcentagem de marcadores polimorficos evidenciam alta variabilidade
genética interespecifica. Faleiro et al. (2004) , Pio Viana et al. (2003), Junqueira et al. (2006),
Bellon et al. (2007) entre outros, jA haviam relatado a alta variabilidade genética
interespecifica no género Passiflora com base em marcadores RAPD.

As distancias genéticas entre os 32 gendtipos de Passiflora variaram entre 0,035 e 0,562
(Tabela 3). A menor distancia, de 0,035, foi observada entre 0s gendtipos 238 (P. caerulea x
P. edulis- RC4) e 239 (P.caerulea x P. edulis- RC4) e a maior distancia, de 0,562, observada
entre os genotipos P.edulis “silvestre roxo” e P.setacea (0,562). A proximidade genética entre
0s genotipos 238 e 239 ja era esperada, considerando que se tratam de gendtipos obtidos a
partir do mesmo cruzamento base, estando na mesma geracdo de retrocruzamento. A maior
distancia obtida entre P. edulis “silvestre roxo” e P. setacea também e compreensivel, por se

tratarem de espécies diferentes.
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Tabela 2- Primers utilizados para obtencdo dos marcadores RAPD para acessos de Passiflora
alata e respectivos numero de bandas polimdrficas e monomorficas. Embrapa Cerrados/ UnB,
Brasila, DF, 2014.

Sequéncia N° de bandas  N°de bandas
Primer . polimérficas  monomorficas
5 =3

OPD-07 TTGGCACGGG 13 0
OPD-10 GGTCTACACC 32 0
OPD-16 AGGGCGTAAG 21 1
OPF-01 ACGGATCCTG 17 4
OPF-14 TGCTGCAGGT 14 0
OPG-01 CTACGGAGGA 12 1
OPG-08 TCACGTCCAC 21 2
OPH-12 ACGCGCATGT 13 1
OPH-16 TCTCAGCTGG 25 0
TOTAL 168 09

A analise de agrupamento e a dispersdo grafica (Figuras 1 e 2) realizadas com base na
matriz de distdncias genéticas demonstra a separacdo das espécies silvestres (P.edulis
“silvestre roxo”, P.setacea e P. caerulea), que se localizam em pontos extremos do grafico.
Verifica-se a formacdo de um grande grupo contendo os hibridos inter-especificos,
juntamente com os hibridos intra-especificos envolvendo a espécie comercial Passiflora
edulis “flavicarpa” utilizada como genitor recorrente. Este agrupamento demonstra o éxito no
processo de recuperacdo do genoma recorrente pelo programa de retrocruzamentos (Figura 1
e 2). FONSECA et al. (2009) também verificaram a eficiéncia de marcadores moleculares
RAPD para analisar e quantificar a recuperacdo do genoma recorrente em programa de

retrocruzamentos visando ao melhoramento genético do maracujazeiro.
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0,000
0,533
0,522
0,410
0,377
0,416
0,403
0,438
0,397
0,420
0,456
0,421
0,416
0,437
0,403
0,425
0,421
0,430
0,439
0,425
0,416
0,429
0,457
0,452
0,434
0,436
0,448
0,453
0,438
0,452
0,477
0,452

Tabela 3. Matriz de dissimilaridade genética entre Hibridos intra e interespecificos de Passiflora, calculada com base no complemento do
coeficiente de Nei e Li, utilizando 177 marcadores RAPD. Embrapa Cerrados/ UnB, Brasila, DF, 2014.

0,000
0,562
0,523
0,547
0,503
0,542
0,522
0,484
0,491
0,516
0,544
0,541
0,518
0,490
0,500
0,483
0,488
0,500
0,497
0,525
0,535
0,521
0,500
0,510
0,481
0,481
0,513
0,509
0,526
0,553
0,538

0,000
0,423
0,457
0,416
0,403
0,425
0,410
0,383
0,380
0,396
0,378
0,423
0,442
0,386
0,421
0,382
0,376
0,375
0,367
0,380
0,408
0,439
0,395
0,399
0,423
0,404
0,425
0,389
0,412
0,423

0,000
0,101
0,116
0,105
0,101
0,092
0,100
0,125
0,107
0,090
0,163
0,128
0,111
0,129
0,104
0,131
0,124
0,114
0,118
0,130
0,120
0,094
0,127
0,127
0,117
0,101
0,154
0,181
0,138

0,000
0,054
0,066
0,098
0,101
0,109
0,135
0,105
0,078
0,110
0,114
0,084
0,115
0,124
0,118
0,110
0,111
0,128
0,141
0,129
0,139
0,170
0,159
0,161
0,133
0,176
0,181
0,155

0,000
0,071
0,091
0,093
0,090
0,126
0,097
0,077
0,101
0,118
0,065
0,131
0,116
0,121
0,091
0,104
0,121
0,134
0,110
0,131
0,162
0,151
0,141
0,125
0,179
0,183
0,158

0,000
0,080
0,093
0,090
0,103
0,086
0,060
0,127
0,118
0,089
0,131
0,105
0,098
0,102
0,123
0,127
0,139
0,121
0,126
0,151
0,140
0,141
0,125
0,168
0,195
0,146

0,000
0,090
0,087
0,111
0,105
0,082
0,122
0,102
0,109
0,138
0,102
0,128
0,099
0,118
0,098
0,098
0,106
0,110
0,135
0,092
0,115
0,121
0,151
0,189
0,135

0,000
0,056
0,068
0,062
0,071
0,113
0,070
0,099
0,094
0,082
0,109
0,067
0,090
0,094
0,082
0,074
0,071
0,116
0,116
0,128
0,112
0,131
0,181
0,138

10

0,000
0,033
0,060
0,058
0,145
0,101
0,107
0,114
0,037
0,072
0,065
0,099
0,067
0,067
0,061
0,091
0,091
0,102
0,114
0,087
0,094
0,153
0,117

11

0,000
0,050
0,048
0,123
0,103
0,110
0,105
0,049
0,062
0,078
0,120
0,074
0,074
0,062
0,105
0,104
0,115
0,116
0,100
0,107
0,156
0,097

12

0,000
0,035
0,117
0,086
0,092
0,110
0,075
0,079
0,083
0,063
0,055
0,067
0,067
0,098
0,109
0,130
0,121
0,094
0,112
0,149
0,091

13

0,000
0,108
0,084
0,060
0,091
0,040
0,047
0,053
0,066
0,039
0,073
0,078
0,080
0,077
0,077
0,071
0,059
0,110
0,148
0,080

14

0,000
0,127
0,096
0,141
0,160
0,155
0,134
0,139
0,156
0,156
0,143
0,141
0,186
0,174
0,176
0,171
0,180
0,172
0,150

15

0,000
0,089
0,107
0,083
0,098
0,080
0,077
0,094
0,069
0,087
0,107
0,106
0,106
0,107
0,091
0,110
0,172
0,105

16

0,000
0,102
0,089
0,070
0,086
0,065
0,108
0,121
0,116
0,114
0,124
0,124
0,102
0,109
0,151
0,167
0,123

17

0,000
0,095
0,111
0,115
0,111
0,103
0,090
0,111
0,133
0,130
0,130
0,131
0,103
0,146
0,186
0,124

18

0,000
0,054
0,080
0,084
0,065
0,053
0,076
0,106
0,074
0,084
0,085
0,070
0,087
0,156
0,099

19

0,000
0,061
0,075
0,080
0,092
0,102
0,135
0,110
0,121
0,111
0,095
0,114
0,174
0,115

20

0,000
0,075
0,067
0,092
0,084
0,103
0,124
0,103
0,115
0,088
0,128
0,177
0,130

21

0,000
0,056
0,093
0,107
0,104
0,103
0,110
0,117
0,093
0,106
0,154
0,120

22

0,000
0,049
0,062
0,096
0,095
0,078
0,096
0,073
0,098
0,157
0,118

23

0,000
0,037
0,108
0,083
0,078
0,096
0,061
0,073
0,145
0,099

24

0,000
0,088
0,110
0,121
0,122
0,095
0,125
0,163
0,109

25

0,000
0,096
0,130
0,120
0,115
0,146
0,150
0,141

26

0,000
0,074
0,065
0,081
0,066
0,135
0,094

27

0,000
0,043
0,059
0,099
0,180
0,116

28

0,000
0,049
0,100
0,170
0,117

29

0,000
0,106
0,177
0,101

30

0,000
0,105
0,086
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31

0,000
0,118

32

0,000



P. edulis 'silvestre roxo'
P. caerulea

EC4-121

EC5 - 455

ERE - 171

EC5 - 257

I
I
Gigante Amarelo - 211 1
EC4- 223 1
Gigante Amarelo - 315 E
ES4- 238 I .
ES4 - 239 1
ERE - 371 1
ERE - 378 - b
ES4 - 433 1
EC4- 325 1
ES4 - 331
I
I

ES6 - 265
EC5- 356
EC5 - 456
Gigante Amarelo - 512
EC5- 458
ES6 - 468
ERE - 476 1
ES5 - 546 4
ERE - 272 1

EC4- 124 E
EC4-128 i
ES4 - 138 E
EC5- 153 i
EC5- 255

Gigante Amarelo - 519
P.setacea

1 1 1 1

0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6

Dissimilaridade genética

Figura 1. Anélise de agrupamento de 32 genotipos de maracujazeiro com base na matriz de
distancias genéticas calculadas utilizando-se 177 marcadores RAPD. O método do UPGMA foi
utilizado como critério de agrupamento. Embrapa Cerrados/ UnB, Brasila, DF, 2014.
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Figura 2- Dispersdo grafica de 32 genotipos de maracujazeiro com base na matriz de distancias
genéticas calculadas utilizando-se 177 marcadores RAPD. Os ndmeros correspondem aos
acessos da Tabelal. Numeros representados pelas formas: < (Gendtipos de Passiflora edulis
Sims cultivar 'BRS Gigante Amarelo' utilizado como genitor recorrente) & (Genotipos de
retrocruzamentos originados de Passiflora edulis x Passiflora setacea), * (Gendtipos de
retrocruzamentos originados de Passiflora edulis x Passiflora caerulea), +( Gendtipos de
retrocruzamentos originados Passiflora edulis flavicarpa x Passiflora edulis “roxo silvestre).
Embrapa Cerrados/ UnB, Brasila, DF, 2014.

2.4 CONCLUSOES

Existe variabilidade genética entre 0os gendtipos obtidos por cruzamentos interespecificos,
sendo que tais gendtipos foram agrupados juntamente com gendtipos da espécie comercial
Passiflora edulis.

Foi confirmada a eficiéncia da recuperagdo do genoma recorrente (P. edulis), dentro do
programa de retrocruzamentos com base em marcadores RAPD.
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CAPITULO 3

AVALIACAO E OTIMIZACAO DE MEIOS DE CULTURA E DE
METODOLOGIAS DE INOCULACAO ARTIFICIAL DE Colletotrichum
gloeosporioides EM MARACUJAZEIRO AZEDO

EVALUATION AND OPTIMIZATION OF CULTURE MEDIA AND
METHODS OF ARTIFICIAL INOCULATION OF Colletotrichum
Gloeosporioides. IN PASSIONFRUIT
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AVALIACAO E OTIMIZACAO DE MEIOS DE CULTURA E DE
METODOLOGIAS DE INOCULACAO ARTIFICIAL DE COLLETOTRICHUM
GLOEOSPORIOIDES EM MARACUJAZEIRO AZEDO

RESUMO

O trabalho teve como objetivo avaliar meios de cultura e métodos de inoculagdo de C.
gloesporioides em maracujazeiro azedo. Foram avaliados quatro meios de cultura. Utilizou-se
um delineamento inteiramente casualizado, com 4 tratamentos e 4 repeticdes sendo cada
repeticdo constituida pela média de 3 placas. Foram avaliados, o didmetro médio de cada
coldnia e quantidade de conidios produzidos por placa. Foram avaliadas trés metodologias de
inoculacdo baseadas em ferimentos com furador de couro adaptado e agulhas e em
atomizacdo de suspensdo de conidios. Utilizou-se o delineamento em blocos casualizados
com quatro repeticdes e 6 plantas por parcela. Foram realizadas avaliacbes das areas
lesionadas das plantas em cada metodologia de inoculacdo. Analises descritivas foram
realizadas, determinando-se, o valor médio, maximo e minimo, coeficiente de variacdo,
variancia e desvio padrdo. Para ambos os experimentos utilizou-se o isolado CEN-419 de
Colletotrichum gloesporioides. O meio de aveia (farinha de aveia Quaker© 6% + agar 1,2%
em agua) apresentou a melhor condicdo para a producao de conidios de C. gloesporioisdes e 0
método de inoculacdo que proporcionou maior desenvolvimento de sintomas e maior precisdo

na avaliacdo da antracnose em mudas de maracujazeiro foi o ferimento por agulhas no caule.

Palavra chave: Antracnose, Passiflora, taxa de esporulacdo, inoculacao artificial, meios de
cultura
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EVALUATION AND OPTIMIZATION OF CULTURE MEDIA AND METHODS OF
ARTIFICIAL INOCULATION OF Colletotrichum Gloeosporioides. IN
PASSIONFRUIT

ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate culture media and inoculations methods of C.
gloesporioides in passionfruit plants. Four culture media were evaluated. A completely
randomized design with 4 treatments and 4 replications of 3 plates were performed. The
colony diameter and conidia yield per plate were evaluated. Three inoculation methodologies
based on injuries by adapted leather puncher and needles and leaves atomization with conidia
suspension were evaluated. A randomized block design with 4 repetitions of 6 plants were
performed. For each treatment, the necrotic area in the plants were evaluated. Descriptive
analyzes about average, maximum and minimum value, coefficient of variation, variance and
standard deviation were calculated. In both experiments,the C. gloeosporioides isolate CEN-
419 was used. The culture media Quaker© oatmeal 6 % + Agar 1.2% in water showed the
best condition for the C. gloesporioisdes conidia productionThe inoculation method based on
injuries in the stem by needles provided the highest symptoms development and greater

precision analysis.

Keywords: Anthracnose, Passiflora, sporulation rate, artificial inoculation, culture medium
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3.1 INTRODUCAO

Fungos do género Colletotrichum sdo importantes agentes fitopatogénicos que
causam antracnose em diversas culturas, sendo que Colletotrichum gloesporioides (Penz.)
Penz e Sacc. é 0 agente causador da antracnose do maracujazeiro, uma das mais importantes
doencas desta cultura no Brasil. A antracnose, é considerada a doenca mais freqiiente que
incide na parte aérea da planta do maracujazeiro (YAMASHIRO, 1987), afetando todos os
0rgdos da planta, tais como folhas, ramos, inflorescéncias e frutos em qualquer estadio de
desenvolvimento (ALMEIDA, 2005).

Trabalhos tém sido realizados visando o desenvolvimento de alternativas de controle
da antracnose baseados na resisténcia genética A dificuldade em conseguir isolados
esporulantes e em padronizar condi¢des ideais para a esporulacdo de fungos fitopatogénicos é
um dos principais problemas enfrentados por grupos de pesquisa que visam a identificacdo de
fontes de resisténcia mediante a inoculacdo artificial do fitopatdgeno (CRUZ et al., 2009). O
cultivo in vitro destes fungos é de grande importancia para a utilizacdo em trabalhos que
exijam indculo puro e em quantidade pré-determinada. Estudos de variabilidade patogénica e
de identificacdo de fontes de resisténcia genética ao patdgeno requerem metodologias
eficientes de producdo de esporos em culturas puras e metodologia acuradas, precisas e
reprodutiveis de inoculacdo artifical (LARANJEIRA, 2005).

H& pouca informacdo relacionada a influéncia dos meios de cultura na producéo de
esporos de C. gloeosporioides (AGOSTINE et al., 1992; ASSIS et al., 2001; FREEMAN et
al., 1998; FURTADO et al., 1999). Os meios de cultura adequados permitem o bom
desenvolvimento do microorganismo com alta esporulacdo, para producdo de fonte de
indculo puro e uniforme que permitam a reproducdo de sintomas caracteristicos da doenca,
como, por exemplo, em testes de patogenicidade e de variabilidade de diferentes isolados
(SMITH, 1986; SMITH e BLACK, 1990), avaliacdo de eficacia de metodos de controle
(SMITH, 1987), caracterizacdo de recursos genéticos visando & identificacdo de fontes de
resisténcia (FALEIRO et al., 2001) e na caracteriza¢do de populagdes segregantes visando a
estudos de heranca da resisténcia (FALEIRO et al., 2003) e ao desenvolvimento de cultivares
resistentes (FALEIRO et al., 2004).

Diferentes metodologias de inoculagéo de C. gloesporioides em frutos e plantas de
maracuja sdo relatadas na literatura (FISCHER et al. 2009, MARTINS et al., 2008, ROCHA
et al. 1998). Sédo verificadas variagdes na concentracdo de indculo, idade da planta, uso ou

ndo de ferimentos, condicdes ambientais pré e pos-inoculacdo, entre outras. A falta de
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padronizacdo da metodologia pode levar a obtencdo de diferentes resultados utilizando-se os
mesmos materiais. Para que sejam minimizados os erros, o método de inoculacdo e o
processo de analise utilizado na quantificacdo de doencas deve ser capaz de fornecer
resultados acurados, precisos e reprodutiveis (SPOSITO et al., 2004, LARANJEIRA, 2005).
Neste sentido, objetivou-se neste trabalho, avaliar meios de cultura e métodos de
inoculacdo de C. gloesporioides em maracujazeiro azedo, visando a verificar a sua eficiéncia
na obtencdo de fonte de inoculo, na reproducdo de sintomas e viabilidade pratica para
utilizacdo em trabalhos de pesquisa, principalmente visando a identificacdo de fontes de

resisténcia e avaliacdo de populagdes segregantes. .

3.2 MATERIAL E METODOS
3.2.1 Avaliacéo de meios de cultura

A avaliagdo dos diferentes meios de cultura foi realizado no Laboratério de
Fitopatologia da Embrapa Cerrados. Foram avaliados 4 meios de cultura :Aveia (farinha de
aveia Quaquer© 6% +agar 1,2% em &agua ), BDA (BDA pronto Himedia© 3,9% em agua),
V8 (40 ml de V8 pronto, Campbell©®, 600 mg de CaCO3 e 3,5 gramas de agar) Agar (Agar
1,6% em &gua). Os meios de cultura foram esterilizados a 120 °C por 20 minutos e em
seguida foram vertidos em placas de Petri .Utilizou-se um delineamento inteiramente
casualizado, com 4 tratamentos e 4 repeticfes sendo que cada repeticdo foi constituida pela
média de 3 placas. Utilizou-se o isolado CEN419 de C. gloesporioides, procedente do
Distrito Federal, pertencente a colecdo de fungos da Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia. Este isolado vem sendo bastante utilizado por apresentar grande producao de
conidios e alta agressividade (MARTINS, et al 2008).

Discos de cinco milimetros de diametro foram retirados das bordas da col6nia do
isolado CEN 419 mantido em meio de aveia e transferidos para o centro das placas de petri
com os meios de cultura utilizados. Para o desenvolvimento do fungo, as placas foram
mantidas sob um regime de luz continua e temperatura de 29+1 °C. Apo0s 7 dias, procedeu-se
a medicdo do didmetro médio das col6nias em dois sentidos diametralmente opostos com o
auxilio de um paquimetro digital. Para a extracdo dos conidios, foi adicionado 5 ml de &gua
destilada em cada placa, efetuou-se a raspagem da colonia com o auxilio de uma alca para a
liberacdo dos conidios dos acérvulos. A suspensdo extraida das placas foi filtrada utilizando-

se uma gaze e os conidios foram quantificados em um hemacitdmetro (cdmara de Neubauer).
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Para cada placa foram feitas duas leituras com base no ndmero de conidios em cinco
quadrantes da camara de Neubauer. Os dados do didmetro médio da colénia e da quantidade
de conidios produzidos por placa foram submetidos a analise de variancia. As médias dos
tratamentos foram comparadas entre si pelo teste de Tukey em nivel de 1% de significancia,

com o auxilio do programa estatistico Genes (CRUZ, 2004).

3.2.2 Avaliacdo dos métodos de inoculagéo

A avaliacdo de metodologias de inoculagéo foi realizada em casa de vegetagédo (20-30
°C e UR 70-90%) da Embrapa Cerrados, localizada em Planaltina, DF, 15°39°84” de latitude
S € 47°44°41”” de longitude W, altitude de 1.000 m, entre os meses de abril e maio. As mudas
utilizadas para testar as diferentes metodologias, foram provenientes de sementes do hibrido
BRS Gigante Amarelo. Utilizou-se o delineamento experimental em blocos casualizados,
constituido por 4 blocos e 6 plantas por parcela. Para inoculacdo, utilizou-se o isolado CEN
419 de C. gloesporioides.

O indculo foi preparado a partir de culturas puras cultivadas em meio de aveia. Discos
de micélio de cinco milimetros de didmetro foram transferidos das bordas da cultura do
isolado para novas placas contendo o0 mesmo meio de cultura. Para o desenvolvimento do
fungo e producdo dos conidios, as placas foram mantidas em sob um regime de luz continua
a temperatura de 29 + 1 °C.

Apb6s 7 dias, procedeu-se a extracdo dos conidios,adicionado-se 5 ml de agua
destilada em cada placa e realizando-se a raspagem do micélio com o auxilio de uma alga. A
suspensdo extraida das placas foi filtrada utilizando-se uma gaze. A contagem dos conidios
foi feita em hemocitdmetro (cAmara de Neubauer) para o célculo da concentracdo dos
conidios. As inoculacdes foram realizadas quando as plantas se encontravam com 80 dias (7
a 9 folhas), utilizando-se uma suspensdo de conidios numa concentragcdo aproximada de 5 x
10° conidios/ml.

Foram testados os seguintes métodos de inoculagdo: 1) Furador circular para cintos
adaptado de 4 mm de diametro (JUNQUEIRA, 2010), previamente imerso na suspensédo de
conidios. Os orificios foram feitos na segunda, terceira e quarta folha, a partir do apice,
sendo dois furos por folha, totalizando seis furos por planta; 2) Perfuracdo do caule
utilizando-se 15 agulhas de costura finas, fixadas em Durepox® em formato retangular,
previamente imersas em suspensdo de conidios. Os ferimentos no caule, foram efetuados no

primeiro e segundo entre-né de cada planta, totalizando dois ferimentos por planta; 3)
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pulverizacdo das folhas com suspensdo de conidios. A Figura 1 ilustra a metodologia de

inoculagéo artificial.

Figura 1: Metodologia de Inoculacdo artificial Furador circular para cintos adaptado(A),
Perfurador com 15 agulhas de costura finas, fixadas em Durepox® (B), Pulverizador com
suspensdo de conidios(C). Embrapa Cerrados/ UnB, Brasila, DF, 2014.

As plantas inoculadas foram mantidas em camara Gmida (UR > 90%) até o final do
experimento. A umidade na cadmara foi mantida por meio de nebulizacBes programadas
durante 6 minutos, 4 vezes ao dia.

As avaliacdes foram realizadas aos 7, 14, 21, 28 dias apdés a inoculacdo. Para a
avaliacdo do método 1, mediu-se o didmetro transversal e longitudinal das necroses formadas
em torno do orificio circular, com o auxilio de um paquimetro digital, conforme metodologia
proposta por JUNQUEIRA (2010) para avaliacdo da severidade de bacteriose no
maracujazeiro. As areas necrosadas foram calculadas por meio da formula A = IR’ . Para 0
método 2, utilizou-se paquimetro digital, medindo-se, em milimetros, o comprimento da area
lesada. Para o método 3, a avaliacdo foi baseada em andlise visual da porcentagem da area
necrosada nas folhas.

Para a comparacgdo dos métodos de inoculagdo, transformou-se o valor maximo dentro
de cada unidade em 100%, e, proporcionalmente, os demais valores também foram
convertidos. Foram feitas andlises estatisticas descritivas, determinando-se, para cada
tratamento, o valor médio, maximo e minimo, o coeficiente de variagdo, variancia e desvio

padréo.
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3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Com relacdo aos meios de cultura, observamos diferencas altamente significativas pelo
teste F (probabilidade < 0,01) dos efeitos dos meios de culturas sobre as caracteristicas

diametro médio da coldnia em cm e numero medio de conidios extraidos por placa (Tabela 1).

Tabela 1- Significancia (Probabilidade em % pelo Teste F) de quatro meios de cultura quanto
ao didmetro médio da coldonia (cm) e o numero médio de conidios/ml (milhdes).
UnB/Embrapa Cerrados, Brasilia, DF, 2014.

Meios de Diametro Nuamero médio de
cultura médio da conidios/ml
colénia(cm) (milhdes)
Meio Aveia 6,04 a 7,338 a
Meio BDA 3,90b 1,308 b
Meio V8 2,33¢ 0,796 b
Meio Agar 0,74d 0,103 b
Probalilidade F 0** 0**
CV (%) 4,7 32,53
Coeficiente de determinacao (%) 99,88 98,64

Em cada placa de Petri foram obtidos 5 ml de suspens&o de conidios

O coeficiente de variacdo obtido para o diametro médio da colénia foi de 4,7 %, valor
considerado baixo. J& o coeficiente de variagdo para o0 numero médio de conidios por placa foi
de 32,5 %, considerado alto. Observou-se altos valores do coeficiente de determinacdo, para
as duas caracteristicas avaliadas, o que mostra a acuracia e confiabilidade dos dados
experimentais (CRUZ et al., 2004), de modo que as caracteristicas avaliadas foram bons
indicadores para a selecdo do melhor meio de cultura para o C. gloesporioides visando a
producéo de conidios

A comparacdo entre as médias (Tabela 2) mostra que o maior didmetro médio da
colénia foi verificado no meio de cultura de aveia (6,04 cm) e o menor didametro médio foi
verificado no meio Agar (0,74 cm). Sussel (2005), trabalhando com diferentes meios de
cultura e diferentes isolados de Colletotrichum lagenarium, verificou que o meio de Aveia
apresentou os melhores resultados para crescimento micelial para a maioria dos isolados
estudados. Mello et al.,(2004), trabalharam com colletotrichum gloesporiodes em pimentdo e
verificaram que 0 em meio de aveia na temperatura de 25°C, sob luz continua, por 12 dias,
proporcionou o0 melhor resultado no crescimento da coldnia e esporulagdo do fungo. Segundo
Tandon e Chandra (1962), um bom crescimento micelial esta associado a uma boa
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esporulagdo. COUTO e MENEZES (2004) trabalharam com Colletotrichum musae e
encontraram tanto isolados que apresentavam bom crescimento micelial e esporulagdo, quanto
isolados que apresentavam alta esporulacdo e baixo crescimento micelial. Cochrane (1958)
relatou que nem sempre ha relacdo direta entre crescimento e esporulacdo, e vice versa. Nem
sempre um substrato 6timo para o crescimento micelial exerce o mesmo efeito sobre a
esporulacdo (GRIFFIN, 1994). Dependendo do meio de cultura e do isolado utilizado, o
crescimento micelial reduzido pode estimular a esporulacdo (COUTO E MENEZES, 2004).
No presente trabalho, 0 meio que promoveu maior esporulacdo do fungo, também propiciou o
seu maior crescimento micelial.

Quanto ao numero médio de conidios por ml (esporulagdo) (Figura 2), verificou-se que
0 meio de aveia apresentou as melhores condicdes de esporulacdo (7,338 milhdes) conidios
por ml, diferindo estatisticamente dos outro meios avaliados (BDA, V8 e Agar). Assis et al.
(2001) observaram que a esporulacdo de C. gloeosporioides é favorecida por substratos que
contém amido, enquanto que substratos que contém glucose ou maltose como fonte de
carbono ndo foram favoraveis a esporulacao.

Neste trabalho utilizou-se um regime de luz continuo, fato que também pode ter
contribuido para o meio de aveia apresentar as melhores condi¢des de producdo de conidios,
uma vez que o uso de luz continua pode causar um estresse devido a intensa luminosidade.
Nesta condicdo, pode haver um maior ressecamento do meio de cultivo, induzindo o fungo a
gerar um numero maior de descendentes. Além disso, pode haver uma provavel influéncia da
luz na sintese de compostos essenciais a esporulacdo, ausentes no meio de cultura (CRUZ et
al., 2009). O meio de cultura Agar, foi 0 que apresentou as piores condi¢des de esporulagao

neste trabalho (0,103 milhdes de conidios /ml).
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Figura 2- Contagem de conidios de Colletotrichum gloesporioides, na camara de neubauer.
conidios produzidos em meio de cultura de Aveia(A),conidios produzidos em de cultura
BDA(B), conidios produzidos no meio de cultura V8 (C) e conidios produzidos no meio de
cultura Agar agua (D). Embrapa Cerrados/ UnB, Brasila, DF, 2014.

Neto et al., (2010) trabalharam com a influéncia dos meios de cultura na esporulacéo
do fungo Magnaporthe grisea, causador da brusone no arroz, e verificaram que o meio de
cultura a base de aveia foi o0 que apresentou melhor eficiéncia na producdo de conidios
enquanto o meio de cultura a base de BDA comercial ndo induziu a esporulagdo. Martins et
al.,(2008), avaliaram a esporulagdo do mesmo isolado (CEN 419), em diferentes meios de
cultura liquido e verificaram que o meio BD (Batata dextrose), proporcionou maior
esporulacdo, para este isolado em meio liquido. O meio de aveia além de apresentar as
melhores condi¢cbes de esporulacdo, também €é considerado um meio de cultura de baixo
custo, além disso, o uso do meio solido neste trabalho foi muito eficiente uma vez que néo foi
necessario a utilizacdo de um agitador, com controle de luz e temperatura, ligado por um
periodo de 7 dias, € utilizado para crescimento de fungos em meio liquido.

Na avaliacdo das metodologias de inoculagéo, observou-se diferencas na disperséo e
precisdo dos dados relativos a resisténcia das plantas da cultivar BRS Gigante Amarelo
submetidas aos diferentes métodos de inoculacdo (Tabela 2). Com base nas informagbes é
possivel analisar os métodos de inoculacdo que proporcionou maior desenvolvimento das

lesGes e que proporcionou maior precisdo das informacdes, ou seja, menores valores absolutos
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das medidas de dispersédo (amplitude, coeficiente de varia¢do, variancia e desvio padrdo da
média).

Tabela 2. Médias, valores minimos e méximos, coeficientes de variacdo (CV), variancia e
desvio padrdo (DP) para os diferentes métodos de inoculacdo de Colletotrichum
gloesporioides em mudas de maracujazeiro-azedo. Embrapa Cerrados/ UnB, Brasila, DF,
2014,

Método de Média Minimo Méximo (CV)  Variancia Desvio
inoculagéo (%) (%) (%) (%) Padré&o (DP)
-Ferimento por 79,9575 61,11 100,00 24,7 % 392,13 19,80
agulhas no caule
-Orificio circular 60,8825 35,06 100,00 45,4 % 764,68 27,65
no limbo foliar
-Pulverizacdo foliar 66,2525 10,43 100,00 58,5 % 1501,13 38,74

A maior porcentagem média de doenca (79,96%) e o maior valor minimo de doenca
observado (61,11%) foram proporcionados pelo método de inoculagdo em que se realizou
ferimento no caule da planta com a utilizacdo de agulhas. O menor valor minimo de doenca
ocorreu quando se pulverizou os esporos na planta, sem ferimento. Possivelmente tal fato
tenha ocorrido porque métodos baseados em ferimentos ndo permitem que a planta apresente
resisténcia fisica a penetracdo do patdgeno, facilitando a colonizacdo dos tecidos. Os fatores
estruturais das plantas atuam como barreiras fisicas, que evitam ou restringem a infeccdo da
doenca. Estas estruturas podem estar presentes nas plantas ou serem produzidas em resposta a
infeccdo. A cuticula, estbmatos, tricomas e paredes celulares espessas, dentre outros, sdo
exemplos de estruturas de defesa das plantas (PASCHOLATI e LEITE, 1995).

O menor coeficiente de variacdo (CV) ocorreu no tratamento em que se utilizou
ferimento por agulhas no caule (24,77%). A precisdo de um experimento é avaliada pela
magnitude do erro experimental, definido por STEEL E TORRIE (1980) como a variagao
devida ao efeito dos fatores ndo controlados ou que ocorrem ao acaso, de forma aleatoria. O
coeficiente de variacao € definido como a estimativa do erro experimental em porcentagem da
estimativa da média, é uma das medidas estatisticas mais utilizadas pelos pesquisadores na
avaliacdo da precisdo dos experimentos (STEEL E TORRE, 1980).

Segundo PIMENTEL GOMES (2000), em experimentos de campo, se o coeficiente de
variacdo for inferior a 10% considera-se 0 mesmo como baixo, ou seja, 0 experimento tem

alta precisdo, de 10% a 20% os CVs sdo considerados médios, implicando em boa preciséo,
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de 20% a 30% sdo julgados altos, significando baixa preciséo e acima de 30% s&o tidos como
muito altos, indicando baixissima precisdo. Adotando-se este critério, a inoculagcdo por meio
de orificio circular no limbo foliar e pulverizacdo foliar proporcionaram baixissima preciséo,
com CVs de 45, 4 e 58,5%, respectivamente. E importante ressaltar, no entanto, que tal
classificacdo ndo considera a cultura, variaveis analisadas, nimero de parcelas, dentre outros.
Em trabalhos nos quais procuraram avaliar o uso do CV em vérias culturas, ESTEFANELET
al. (1987) observaram que culturas anuais naturalmente tendem a apresenta-lo em menores
valores, ao contrario de plantas frutiferas, que, por suas limitacbes quanto ao
dimensionamento das parcelas e nimero de repeti¢cdes, possuem geralmente valores maiores
de CV.

O método baseado em ferimento por agulhas no caule é um método simples, facil de
avaliar e necessita de pouca suspensdo do inéculo, fator importante a ser considerado, uma
vez que em trabalhos que visam selecionar genotipos resistentes a antracnose demandam
grandes quantidades de indculo. Quanto a metodologia utilizada baseando-se na inoculacao
nos dois primeiros entre-nos, observou-se que o ferimento no primeiro entre-nd proporcionou
melhor desenvolvimento da doenca, que chegou a atingir o ponteiro, causando a seca do
mesmo em algumas plantas.

Os menores valores de variancia e desvio padrdo também foram observados para o
método com ferimento por agulhas no caule (392,1 e 19,8, respectivamente), seguido pelo
método baseado em orificio circular no limbo foliar (764,7 e 27,6, respectivamente).

O método baseado em pulverizacdo foliar, além de ter proporcionado altos valores de
variancia e desvio padréo, possui alguns inconvenientes. Os sintomas observados foram em
baixa magnitude e apenas nas folhas jovens e nos foliolos. Além disso, este tipo de
metodologia apresenta limitacGes por ser mais subjetiva e por ndo permitir um ajuste da
acuidade visual na avaliacdo dos niveis de severidade. Apesar dessas limitacdes, ajustes desse
método de inoculacdo podem ser interessantes, considerando que ndo se realiza ferimentos e
permite rapida inoculacdo de grande quantidade de plantas, principalmente quando se utiliza

plantas em estagios iniciais de desenvolvimento.
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3.4 CONCLUSOES

O meio de aveia (farinha de aveia Quaquer© 6% +agar 1,2% em agua) proporcionou
a melhor condicdo para a produgdo de conidios de C. gloesporioisdes.

O método de inoculagdo que gerou maior desenvolvimento de sintomas e maior
precisdo na avaliacdo da antracnose em mudas de maracujazeiro foi o ferimento por agulhas

no caule.
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CARACTERIZACAO DE CULTIVARES DE MARACUJAZEIRO AZEDO QUANTO
A RESISTENCIA A ANTRACNOSE EM CONDICOES DE CASA-DE-VEGETACAO

RESUMO

O fungo Colletotrichum gloeosporioides é o agente causador da antracnose, uma das
principais doencas do maracujazeiro. Materiais genéticos comerciais de maracujazeiro azedo
apresentam reduzida variabilidade genética para resisténcia a doencas, incluindo a antracnose.
Neste trabalho, objetivou-se avaliar a resisténcia de cultivares comerciais de maracujazeiro
azedo a antracnose em condicBes controladas. Foram caracterizadas as cultivares BRS
Gigante Amarelo, BRS Sol do Cerrado, BRS Ouro Vermelho, Sol Amarelo Azedo Graudo
Brilhante (Feltrin) e BRS Rubi do Cerrado. Utilizou-se o isolado de Colletotrichum
gloeosporioides (CEN419), na concentracdo de 5x10° conidios/ ml de suspensdo, o qual foi
aplicada em ferimentos realizados no primeiro e no segundo entrené em mudas de 80 dias de
idade. Apds 7, 14, 21 e 28 dias da inoculacdo, foi quantificado o comprimento da lesdo. Foi
também calculada a area abaixo da curva de progresso da lesdo (AACPL). Foram utilizado
um esquema fatorial 5 x 2 (5 gendtipos e 2 locais dos ferimentos) com 3 repeticdes, cada
repeticdo representada pela média de 6 plantas. Foram realizadas analises de variancia e as
médias foram comparadas pelo teste de Duncan, ao nivel de 5% de significancia. Foram
verificadas diferengas significativas entre as cultivares de maracujazeiro e a localizagdo dos
ferimentos da inoculacdo para o comprimento da lesdo avaliado aos 14, 21 e 28 dias ap0s a
inoculacdo, bem como para a variavel AACPL. Néo houve efeito significativo da interacdo
entre cultivares e a localizacdo dos ferimentos. As cultivares que apresentaram maior
resisténcia a antracnose foram o BRS Rubi do Cerrado seguido das cultivares BRS Sol do
Cerrado e BRS Ouro Vermelho. A cultivar com maior susceptibilidade a antracnose foi o

BRS Gigante Amarelo seguido da cultivar Sol Amarelo Azedo Graudo Brilhante (Feltrin).

Palavras chave: Passiflora edulis, antracnose, resisténcia genética, sementes comerciais.
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CHARACTERIZATION OF CULTIVARS OF PASSIONFRUIT FOR RESISTANCE
TO ANTHRACNOSE IN GREENHOUSE CONDITIONS

ABSTRACT

The Colletotrichum gloeosporioides is the causal agent of anthracnose, which is an important
disease of passion fruit. Genetic materials of commercial sour passion fruit have reduced
genetic variability for resistance to diseases, including anthracnose. The objective of this
work was to evaluate the resistance of passion fruit commercial cultivars to anthracnose in
controlled conditions. It was characterized BRS Gigante Amarelo, BRS Sol do Cerrado, BRS
Ouro Vermelho, Sol Amarelo Azedo Graudo Brilhante (Feltrin) and BRS Rubi do Cerrado. It
was used the Colletotrichum gloeosporioides (CEN419) isolate at a concentration of 5x10°
conidia / ml of solution, which was applied on injuries realized in the first and second
internodes of 80 days old seedlings. After 7, 14, 21 and 28 days after inoculation, it was
quantified the lesion length. The Area Under the Curve of Lesion Progress (AUCLP) was also
calculated. We used a 5 x 2 factorial design (5 genotypes and 2 injuries local) with 3
repetitions, each repetition represented by the mean of 6 plants. Analyses of variance were
performed and the treatments means were compared by Duncan test at the 5% significance
level. It was found significant differences among the passion fruit cultivars and injuries local
to the AUCLP and lesion length evaluated at 14, 21 and 28 days after inoculation. There was
no significant interaction between cultivars and injuries local. The cultivars with the highest
anthracnose resistance were BRS Rubi do Cerrado followed by BRS Sol do Cerrado and BRS
Ouro Vermelho. The cultivar with more anthracnose susceptibility was the BRS Gigante

Amarelo followed by Sol Amarelo Azedo Graludo Brilhante (Feltrin) cultivar.

Keywords: Colletotrichum gloeosporioides, Passiflora edulis, anthracnose, genetic

resistance, commercial seed.
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4.1 INTRODUCAO

A producdo de maracuji amarelo (Passiflora edulis) no Brasil vem ganhando impulso,
nos Ultimos anos, em funcao de precos atraentes principalmente no mercado de frutas frescas.
Com o aumento da area cultivada, e a inclusdo de novas regides no cenario produtivo

brasileiro, aumentam também os problemas fitossanitarios que atingem essa cultura.

A antracnose, causada por Colletotrichum gloeosporioides, é uma das doencas em
pos-colheita mais importantes do maracujazeiro amarelo. A antracnose ataca todos os érgéos
da parte aérea da planta e constitui ainda um dos mais sérios problemas na pdés-colheita do
maracuji, podendo penetrar até mesmo pela superficie intacta dos frutos. As lesdes s&o
deprimidas, de coloracdo escura com podriddo seca, causando um enrugamento precoce da

area afetada depreciando o fruto para a comercializacdo e consumo humano.

Apesar das praticas de manejo integrado para a pré-colheita (JUNQUEIRA, 2002) e
pos-colheita (SILVA e DURIGAN 2000), o controle ndo tem sido satisfatorio.
Fundamentados na baixa resisténcia observada em seus estudos, WULFF et al. (1994)

sugerem investigar cultivares que expressem menor severidade da doenca.

JUNQUEIRA et al. (2003) observaram que matériais genéticos comerciais de
maracujazeiro azedo apresentam reduzida variabilidade genética para resisténcia a doencas,
incluindo a antracnose. Hibridos de maracujazeiro azedo, (BRS Gigante Amarelo, BRS Ouro
Vermelho e BRS Sol do Cerrado) foram lancados (JUNQUEIRA et al 2009) e programas de
melhoramento genético tém sido conduzidos visando a obtencdo de variedades mais
produtivas e resistentes a doencas, por meio da hibridacdo sexual entre as espécies cultivadas
e espécies silvestres (JUNQUEIRA et al., 2005; FALEIRO et al., 2005; JUNQUEIRA, 2010).
Neste trabalho, objetivou-se avaliar a resisténcia de cultivares comerciais de maracujazeiro
azedo recentemente langados quanto & resisténcia a antracnose em condic¢Bes controladas de

casa de vegetacao.
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4.2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo (20-30°C e UR 70-90%) da
Embrapa Cerrados, localizada em Planaltina, DF, 15°39°84"’ de latitude S e 47°44°41”° de
longitude W, altitude de 1.000 m, entre os meses julho e agosto de 2011. Foram
caracterizadas as cultivares BRS Gigante Amarelo, BRS Sol do Cerrado, BRS Ouro
Vermelho, BRS Rubi do Cerrado e Cultivar Sol -Feltrin©. As plantas foram obtidas por meio
de sementes . As sementes foram germinadas em bandejas de poliestireno de 72 células (120
ml/célula), com substrato Plantmax®, em ambiente sob nebulizacdo. Apés 30 dias da
germinacdo, as mudas foram transferidas para saquinhos com capacidade de 1 litro,
constituidos de uma mistura de terra, areia, esterco de gado, super triplo, KCL, FTE BR12 e
Filler.

Foi utilizado o isolado de Colletotrichum gloeosporioides (CEN419) da colecdo da
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, o qual foi multiplicado no Laboratério de
Fitopatologia da Embrapa Cerrados. Este isolado vém sendo bastante utilizado por apresentar
grande producéo de conidios e alta agressividade (MARTINS , 2008).

O in6culo foi preparado a partir de culturas puras cultivadas em meio BDA (batata
Dextrose Agar). Discos de micélio de cinco milimetros de diametro foram transferidos das
bordas da cultura do isolado para 40 novas placas contendo 0 mesmo meio de cultura. As
placas foram mantidas em cadmara de crescimento sob fotoperiodo alternado de 12 horas, a
temperatura de 28 + 1 °C, para o desenvolvimento do fungo.

Apbs 7 dias, procedeu-se a extracdo dos conidios. Para tanto, foram adicionados 5 ml
de 4gua destilada em cada placa e efetuou-se a raspagem do micélio com o auxilio de uma
alca. A suspensdo extraida das placas foi filtrada utilizando-se uma gaze. A contagem dos
conidios foi feita em camara de Neubauer e posteriormente foi realizado o calculo da
concentracdo dos conidios. Utilizou-se 200 ml da suspensdo ajustada para concentracdo de 5
x 10° de conidios/ ml. As inoculagOes foram realizadas quando as plantas se encontravam-se
com 80 dias (7 a 9 folhas).

A inoculagdo foi realizada através da perfuracdo do primeiro e segundo entre-nos
(ferimento 1 e 2 respectivamente) , utilizando-se 15 agulhas de costura finas, fixadas em
Durepox® em formato retangular, previamente imersas em suspensdo de conidios numa
concentracdo de 5 x10° conidios/ml. As plantas inoculadas foram mantidas em cAmara Gmida

até o final do experimento. O experimento foi montado utilizando um esquema fatorial 5 x 2
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(5 gendtipos e 2 locais dos ferimentos) com 3 repeti¢des, sendo cada repeticdo representada
pela média de 6 plantas.

A avaliacdo da severidade da antracnose foi realizada com auxilio de um paquimetro
digital, medindo-se o comprimento da lesdo. Foram realizadas quatro avaliacdes, sendo a
primeira feita aos sete dias ap0s a inoculacdo, e as demais em intervalos de sete dias. A partir
dos dados das avaliagcGes foi calculada a &rea abaixo da curva de progresso da lesdo
(AACPL), conforme modelo matematico proposto por CAMPBELL E MADDEN (1990):

n-1
AACPL = Z—(Yi +2Yi+1 Mt -T)

i=1

Em que:

AACPL= area abaixo da curva de progresso da lesao;
Yi = proporcdo da doenca na i-ésima observacao;

Ti = tempo em dias na i-é,sima observacao;

n = nimero total de observacgoes;

Foram realizadas anélises de variancia e as médias foram comparadas pelo teste de Duncan,

ao nivel de 5% de significancia.
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4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Observam-se diferengas significativas entre as cultivares de maracujazeiro e a
localizagdo dos ferimentos da inoculagdo para o comprimento da lesdo aos 14, 21 e 28 dias,
bem como para a variavel AACPL. Para o comprimento da lesdo aos 7 dias, ndo houve
diferencas significativas entre as cultivares e local do ferimento para a inoculagédo,
possivelmente devido ao curto periodo para o desenvolvimento da lesdo. N&o houve interacdo

entre cultivares e localizacdo dos ferimentos (Tabela 1).

Tabela 1. Significancia (Probabilidade em % pelo Teste F) do efeito de gendtipo (G) e do
local do ferimento (F) no comprimento da lesdo (CL) aos 7, 14, 21 e 28 dias apds a
inoculacdo e area abaixo da curva de progresso da lesdo (AACPL) observados em 5 cultivares
de maracujazeiro  azedo inoculados com o isolado CEN-419 de Colletotrichum
gloeosporioides. UnB/Embrapa Cerrados, Brasilia, DF, 2014.

- CL CL CL CL
Fonte de variagao GL 7dias lddias 21dias 28dias AAPCL

Variedades comerciais (G) 4 16,10 0,58** 0,92**  3,24* 0,25**
Local do ferimento (F) 1 1401 0,92** 0,17** 0,60**  0,84**
GxF 4 1000 27,89 8,3 11,41 13,97
Média 8,89 12,83 16,52 17,98 330,71
Coeficiente de variacdo (%) 19,99 3391 36,25 33,85 24,98

Coeficiente de determinacéo (%) 45,59 80,04 77,83 69,39 83,16

** * significativo pelo teste F & probabilidade <1 e <5%, respectivamente

Até os 7 dias de avaliacdo, os gendtipos ndo diferiram estatisticamente quanto ao
comprimento da lesdo incitada pela doenca. Sendo assim, infere-se que, para selecdo de
genotipos de maracujazeiro azedo em casa de vegetacao visando a resisténcia a antracnose, as
avaliacbes podem ser iniciadas aos 14 dias. Aos 14 dias, a menor lesdo de antracnose no
primeiro entre-n6 foi observada pela cultivar BRS Rubi do Cerrado (9,45 mm) e Cultivar Sol-
Feltrin© (10,41 mm), que nédo diferiram estatisticamente da cultivar BRS Sol do Cerrado e
BRS Ouro Vermelho, mas foram inferiores aquela constatada na cultivar BRS Gigante
Amarelo (24,10 mm) (Tabela 2). Aos 21 dias apds a inocula¢do, as menores médias de
comprimento de lesdo foram verificadas nas cultivares BRS Rubi do Cerrado e BRS Ouro
vermelho diferindo também da cultivar mais suscetivel, BRS Gigante Amarelo (Tabela 2).
Aos 28 dias, a cultivar BRS Rubi do Cerrado continuou se destacando como a mais resistente,
diferindo-se da cultivar BRS Gigante Amarelo e Cultivar Sol -Feltrin© (Tabela 2).
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O desenvolvimento da doenga no segundo entre-nd (Ferimento 2) foi menor que no
primeiro entre-n6 em todas as épocas da avaliacdo, com excecdo verificada aos 7 dias ap6s a
inoculacdo em que ndo houve diferenca significativa. Devido ao menor desenvolvimento da
lesdo no ferimento 2, ndo foram verificadas diferencas significativas entre os gendtipos
(Tabela 2). Nesse sentido, para melhor discriminacdo entre os genoétipos, deve-se realizar a

inoculagdo apenas no primeiro entre-n6 (ferimento 1).

Tabela 2. Comprimento da lesdo (mm) aos 7, 14, 21 e 28 dias ap0ds a inoculagédo e area abaixo da
curva de progresso da lesdo (AACPL) observados em 5 gendtipos de maracujazeiro azedo
inoculados com o isolado CEN-419 de Colletotrichum gloeosporioides no primeiro e segundo
entre-nd (FER 1 e FER 2, respectivamente). UnB/Embrapa Cerrados, Brasilia, DF, 2014.

Cultivar CL - 7 Dias CL - 14 Dias CL - 21 Dias CL - 28 Dias CL - AACPL

FER1 FER2 FER1 FER2 FER1 FER2 FER1 FER?2 FER 1 FER 2
BRS RC* 816a 7,.83a 945b 874a 8,95¢ 11,18a 11,50b 12,98a 226,26b  239,75a
BRS OV* 1026a 8,69a 17,56ab 10,85a 16,25bc 13,74a 17,86ab 18,15a 371,15b 296,60a
BRS SC* 8,75a 7,96a 1408ab 874a 1943abc 9,72a 2046ab 1124a 367,49b 224,40a
FELTRIN* 8,16a 846a 1041b 1027a 26,27ab 1199a 2863a 1252a 40590ab 258,99a
BRS GA* 1164a 904a 2410a 14,09a 31l47a 16,18a 30,88a 1792a 578,62a 337,96a
Média 939A 839A 1512A 1053B 2047A 1256B 2139A 1456B 389,88A 27154B

As medias seguidas pelas mesmas letras minudsculas na coluna nao diferem estatisticamente entre si, pelo teste de
Duncan a 5% de probabilidade * (BRS RC- BRS Rubi do Cerrado, BRS OV- BRS Ouro Vermelho, BRS SC- BRS
Sol do Cerrado, Feltrin- Cultivar Sol amarelo azedo gratdo brilhante-Feltrin©, BRS GA- BRS Gigante Amarelo.

Baseando-se em avaliacdo no primeiro entre-nd, os menores valores de area abaixo da
curva de progresso da lesdo foram constatados nas cultivares BRS Rubi do Cerrado (226,26),
BRS Sol do Cerrado (367,49) e BRS Ouro Vermelho (371,15), inferiores aqueles observados
na cultivar BRS Gigante Amarelo (578,62) (Figura 1). Considerando a avaliacdo no segundo
entre-nd, ndo foram verificadas diferencas estatisticas entre os genotipos quanto a AACPL
(Figura 2). A analise da AACPL, considerando os ferimentos 1 e 2, evidencia 0 maior

desenvolvimento da lesdo no ferimento 1 (primeiro entre-n6) (Figura 3).
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Figura 1. Comprimento da lesdo aos 7, 14, 21 e 28 dias ap0s a inoculacdo com isolado CEN-
419 de Colletotrichum gloeosporioides no primeiro entre-nd (Ferimentol) em mudas de

maracujazeiro azedo. Embrapa Cerrados/ UnB, Brasila, DF, 2014.

Segundo entre-né (Ferimento 2)
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Figura 2. Comprimento da lesdo aos 7, 14, 21 e 28 dias ap0s a inocula¢do com isolado CEN-
419 de Colletotrichum gloeosporioides no segundo entre-nd (Ferimento 2) em mudas de

maracujazeiro azedo. Embrapa Cerrados/ UnB, Brasila, DF, 2014

No geral, a inoculagéo no primeiro entre-né proporcionou maior comprimento de leséo

em todas as avaliacGes a partir dos 14 dias, conforme figura 1, tabela 2.
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Figura 3. Comprimento médio da lesdo aos 7, 14, 21 e 28 dias ap6s a inocula¢do com isolado
CEN-419 de Colletotrichum gloeosporioides no primeiro e segundo entre-n6s (Ferimento 1 e
Ferimento 2, respectivamente) em mudas de maracujazeiro azedo.Embrapa Cerrados/ UnB,
Brasila, DF, 2014

4.4 CONCLUSOES

Em programas de selecdo para resisténcia a antracnose baseados em experimentos em
casa de vegetacdo utilizando-se a metodologia proposta neste capitulo, as avaliacbes podem
ser iniciadas a partir de 14 dias ap6s inoculacdo;

A inoculacdo por meio de ferimentos com agulhas no primeiro entre-n6 da planta
proporcionam maior quantidade de doenca do que aquela realizada no segundo entre-no;

Baseando-se na AACPL, os gendtipos com menor severidade a antracnose foram BRS
Rubi do Cerrado, BRS Sol do Cerrado e BRS Ouro Vermelho e o mais suscetivel foi o BRS

Gigante Amarelo, sendo que a Cultivar Sol-Feltrin®©.
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CAPITULO5
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RESISTENCIA DE GENOTIPOS OBTIDOS POR RETROCRUZAMENTO E DE
CULTIVARES DE MARACUJAZEIRO AZEDO A ANTRACNOSE EM CASA DE
VEGETACAO

RESUMO

Objetivou-se, neste trabalho, caracterizar a resisténcia de genotipos obtidos por
retrocruzamento e de cultivares de maracujazeiro azedo a antracnose em condigdes de casa de
vegetacdo. Foram avaliadas progenies de nove gendtipos obtidos por retrocruzamento e as
cultivares BRS Gigante Amarelo e BRS Rubi do Cerrado, além de um acesso da espécie
silvestre P. maliformes. Utilizou-se o isolado de Colletotrichum gloesporioides CEN-419, na
concentracdo de 5x10° conidios/ml e a metodologia de perfuragio com agulhas no primeiro
entre-nd. Utilizou-se o delineamento em blocos inteiramente casualizados com 12 tratamentos
e 3 repeticBes, sendo cada repeticdo representada pela média de 3 plantas. A avaliacdo da
severidade foi realizada medindo-se o comprimento da lesdo aos 7 dias e 14 dias apds
inoculacdo. Foram realizadas andlises de variancia e as médias foram comparadas pelo teste
de Tukey, ao nivel de 1% de significancia. Observou-se diferentes niveis de resisténcia a
antracnose entre as espécies, cultivares e progénies de gendtipos obtidos por retrocruzamento.
O acesso da espécie silvestre Passiflora maliformes foi o que apresentou menores médias de
comprimento de lesdo aos 7 e 14 dias apds a inoculagdo. Entre os gendtipos obtidos por
retrocruzamentos, CPAC-EC4-121 e CPAC-EC4-128 apresentaram resisténcia a antracnose
com médias de comprimento de lesdo estatisticamente iguais as obtidas pelo P. maliformes. A
cultivar BRS Rubi do Cerrado também apresentou certa resisténcia a antracnose com médias

de comprimento de lesdo estatisticamente iguais as obtidas pelo P. maliformes.

Palavra chave: Colletotrichum gloesporioides, Passiflora, Resisténcia genética,
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RESISTANCE OF PASSIONFRUIT GENOTYPES OBTAINED BY BACKCROSSING
AND PASSIONFRUIT CULTIVARS TO ANTHRACNOSE IN GREENHOUSE
CONDITIONS

ABSTRACT

The objective of this work was to characterize the resistance of genotypes obtained by
backcrossing and passionfruit cultivars in controlled greenhouse conditions. Nine genotypes
progenies obtained by backcrossing, the BRS Gigante Amarelo and BRS Rubi do Cerrado
cultivars, aaccession of P. maliformes were evaluated. It was used the Colletotrichum
gloeosporioides (CEN419) isolate at a concentration of 5x10° conidia / ml of solution, which
was applied on stem injuries realized by needles in the first internode. After 7, 14, 21 and 28
days after inoculation, it was quantified the lesion length. The Area Under the Curve of
Lesion Progress (AUCLP) was also calculated. It was used a randomized blocks design with
12 treatments and 3 replications, each replicate represented by the mean of 3 plants . The
disease evaluation was performed by measuring the length of the lesion at 7 days and 14 days
after inoculation. Variance analyses were performed and the means were compared by Tukey
test at the 1% significance level . It wasobserved different levels of anthracnose resistance
among species, cultivars and genotypes obtained by backcrossing. The access of P.
maliformes showed the lowest mean of lesion length at 7 and 14 days after inoculation
Among the genotypes obtained by backcrossing CPAC-EC4-121 and CPAC-EC4-128
showed the same level of anthracnose resistance to that obtained by P. maliformes accession.
The BRS Rubi do Cerrado Cerrado also showed the same anthracnose resistance to P.

maliformes accession.

Keywords: Colletotrichum gloeosporioides, Passiflora, genetic resistence
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5.1 INTRODUCAO

O uso de espécies silvestres do género Passiflora tem mostrado grande potencial para
o melhoramento genético do maracujazeiro, principalmente como fontes de resisténcia a
doengas ( JUNQUEIRA et.al 2005; JUNQUEIRA et al., 2003;SANTOS FILHO e SANTOS,
2003). Nos ultimos anos, tém-se observado problemas sérios com vérias doencas na cultura
do maracujazeiro, as quais depreciam a qualidade e reduzem o valor comercial do fruto, além
de reduzir a produtividade e a longevidade da cultura.

A antracnose do maracujazeiro é considerada uma das doencas de maior expressao
econdmica, causada pelo fungo Colletotrichum gloeosporioides, que € cosmopolita, atacando
uma extensa gama de plantas hospedeiras, causando lesdes necréticas ou manchas em folhas,
ramos, peciolos, flores e frutos. Os prejuizos causados pela doenca séo variaveis, dependendo
das condicdes ambientais favoraveis, do grau de suscetibilidade da planta e da quantidade de
inéculo presente. A antracnose do maracujazeiro é também importante na pds-colheita,
provocando les6es ou manchas escuras na casca dos frutos, o que prejudica a sua aparéncia e
conseqiientemente a sua comercializacdo (ROCHA et al.,, 1998; SANTOS FILHO e
SANTOS, 2003; JUNQUEIRA et al., 2005).

Alguns autores (JUNQUEIRA et al.,, 2003; NASCIMENTO, 2003; SOUSA,
2005,BOUZA, 2009; COLLATO, 2010; SOUSA, 2009), trabalhando com diferentes
gendtipos e cultivares comerciais de maracuja-azedo, ndo constataram graus de resisténcia
genética que pudessem oferecer resultados satisfatorios no controle antracnose. Esses autores
verificaram que a variabilidade para resisténcia a antracnose das variedades comerciais
estudadas é muito baixa.

Espécies silvestres de maracuja tem sido utilizadas com sucesso como fontes de
resisténcia a doencas (JUNQUEIRA et al., 2005; FALEIRO e JUNQUEIRA, 2009). O
método de retrocruzamento tem sido utilizado no programa de melhoramento genético do
maracujazeiro visando a incorporacdo de genes de resisténcia de especies silvestres em
variedades com caracteristicas comerciais (FALEIRO et al., 2007; FONSECA et al., 2009).

Neste trabalho, objetivou-se avaliar a resisténcia de gendtipos obtidos por

retrocruzamento e de cultivares comercias & antracnose em condi¢6es de casa de vegetacao.
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5.2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo (20-30°C e UR 70-90%) da
Embrapa Cerrados, localizada em Planaltina, DF, 15°39°84”” de latitude S e 47°44°41°’ de
longitude W e altitude de 1.000 m. Foram avaliados nove gendtipos (matrizes) obtidos por
retrocruzamento de maracuja, duas cultivares BRS Gigante Amarelo e BRS Rubi do Cerrado
e um acesso da espécie silvestre P. maliformes (Tabela 1). Cada gendtipo foi avaliado apartir
de sua progénie (familias de meio-irmdos) e as mudas das cultivares e da espécie silvestre
foram obtidas de sementes comerciais, plantadas em bandejas de poliestireno estendido de
72 células, preenchidas com substrato (120 ml/célula) a base de vermiculita e casca de Pinus
sp. (Plantmax®).

Tabela 1-Gendtipos de maracujazeiros resultantes do processo de retrocruzamento e
cultivares utilizadas no estudo e suas respectivas origens. Embrapa Cerrados/ UnB, Brasila,
DF, 2014.

Genotipos Origem dos hibridos
CPAC-ERE-476 P. edulis “flavicarpa” x P. edulis “roxo” silvestre
CPAC-EC4-121 P. caerulea x P. edulis (RC4)
CPAC-EC4-124 P. caerulea x P. edulis (RC4)
CPAC-EC4-223 P. caerulea x P. edulis (RC4)
CPAC-EC4-325 P. caerulea x P. edulis (RC4)
CPAC-ES4-239 P. setacea x P. edulis (RC4)
CPAC-EC4-128 P. caerulea x P. edulis (RC4)
CPAC-EC5-356 P. caerulea x P. edulis (RC5)
CPAC-ES4-138 P. setacea x P. edulis (RC4)

BRS Gigante Amarelo Passiflora edulis Sims
BRS Rubi do Cerrado Passiflora edulis Sims
CPAC-P.maliformes Passiflora maliformes

Para a obtencdo da fonte de indculo, foi utilizado o isolado de Colletotrichum
gloeosporioides CEN 419 da colecdo da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, o qual
foi multiplicado no Laboratério de Fitopatologia da Embrapa Cerrados. Este isolado vém
sendo utilizado por apresentar grande producgdo de conidios e alta agressividade (MARTINS
et al., 2008).

O inoculo foi preparado a partir de culturas puras cultivadas em meio de aveia (Farinha
de aveia Quaquer©® 6% + é&gar 1,2% em 4agua) . Discos de micélio de cinco milimetros de
diametro foram transferidos das bordas da cultura do isolado para 10 novas placas contendo o
mesmo meio de cultura. Para o desenvolvimento do fungo, as placas foram mantidas sob um regime
de luz continua e temperatura de 28+1 °C. Apds 5 dias, procedeu-se a extracdo dos conidios,

adicionado-se 5 ml de &gua destilada em cada placa e raspando-se o micélio com o auxilio de
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uma alca. A suspensdo extraida das placas foi filtrada utilizando-se uma gaze. A contagem
dos conidios foi feita em camara de Neubauer e posteriormente foi realizado o célculo da
concentracdo dos conidios, ajustando-se a concentragdo da suspensdo para 5 x 10° de
conidios/ ml, a qual foi utilizada nas inoculagdes

A inoculacdo foi realizada em plantas com 80 dias (7 a 9 folhas) através da perfuracao
do primeiro entre-né utilizando-se 15 agulhas de costura finas, fixadas em Durepox® em
formato retangular, previamente imersas na suspensdo de conidios. As plantas inoculadas
foram mantidas em cdmara umida (> 90% de UR) até o final do experimento.

Utilizou-se um delineamento em blocos inteiramente casualizados com 12 tratamentos
(gendtipos) e 3 repeticdes, sendo cada repeticdo representada pela média de 3 plantas. A
avaliagcdo da severidade da antracnose foi realizada medindo-se o comprimento da lesdo com
0 auxilio de um paquimetro digital. Foram realizadas duas avalia¢Ges, a primeira aos 7 dias e
a segunda aos 14 dias apds inoculacao.

Foram realizadas analises de variancia e as médias foram comparadas pelo teste de

Tukey, ao nivel de 1% de significancia.

5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Observou-se diferencas significativas entre os gen6tipos e cultivares de maracujazeiro
para 0 comprimento da lesdo aos 7 e aos 14 dias de avaliacdo (Tabela 2). O coeficiente de
variacdo foi de 21,13 e 15,03% aos 7 e aos 14 dias apds a inoculacdo, respectivamente
indicando uma maior homogeniedade dos dados obtidos 14 dias apds a inoculagdo. Observou-
se altos valores de coeficiente de determinacdo (87,85 e 94,35%) para as duas caracteristicas
avaliadas o que mostra a acurécia e confiabilidade dos dados experimentais (CRUZ et al.,
2004).
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Tabela 2- Significancia (Probabilidade em % pelo Teste F) do efeito de genotipo (G) no
comprimento da lesdo aos 7 e 14 dias apds a inoculacdo observados em 9 genotipos de
maracujazeiro azedo obtidos por retrocruzamento , 2 cultivares e 1 espécie silvestre (P.
maliformes) inoculados com o isolado CEN-419 de Colletotrichum gloeosporioides.
UnB/Embrapa Cerrados, Brasilia, DF, 2014.

Fonte de variacéo GL Comprimento da Comprimento da
lesso(mm?)7 dias  lesdo(mm?)14dias
Gendtipos (G) 11 0** 0**
Média 28,67 38,91
CV (%) 21,13 15,03
Coeficiente de determinacdo(%) 87,85 94,35

A comparacdo entre as médias (Tabela 3), mostrou que Passiflora maliformes
apresentou 0 menor comprimento de leséo de 7,55 e 9,36 mm aos 7 e aos 14 dias apos a
inoculacdo, respectivamente, apresentando-se como a mais resistente entre os materiais
genéticos avaliados. Apds a inoculacdo de C. gloeosporioides em P. maliformes,
observou-se uma lignificacdo, cicatrizacdo rédpida do ferimento realizado. Essa
lignificacdo pode estar correlacionada com as respostas de defesa da planta contra o
patégeno (VANCE, et al., 1980, PASCHOLATI e LEITE,1994).

Tabela 3- Médias do comprimento da lesdo avaliadas aos 7 e aos 14 dias ap6s inoculacao de
Colletotrichum gloesporioides, em 9 gendtipos obtidos por retrocruzamento, 2 cultivares de

maracujazeiro azedo e 1 espécie silvestre P. maliformes. UnB/Embrapa Cerrados, Brasilia,
DF, 2014

Genotipos (matrizes) Comprimento da Comprimento da
lesdo (mm) 7 dias lesdo (mm) 14 dias
CPAC- maliformes 7,55¢ 9,36e
CPAC-EC4-121 15,37bc 21,55de
BRS Rubi do Cerrado 19,62abc 27,23cde
CPAC-EC4-128 26,63abc 29,99bcde
CPAC-EC4-223 33,1ab 37,37abcd
CPAC-ES4-239 29,7ab 40,68abcd
CPAC-ERE-476 29,74ab 43,46abc
CPAC-EC4-325 40,12a 48,75 ab
BRS Gigante Amarelo 34,33ab 49 6ab
CPAC-EC4-124 30,05ab 52,25a
CPAC-EC5-356 37,8a 53,21a
CPAC-ES4-138 40,1a 53,52a

As medias seguidas pelas mesmas letras na coluna ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de
Tukey a 1% de probabilidade.

Os gendtipos CPAC-EC4-121, BRS Rubi do Cerrado e CPAC-EC4-128, apresentaram
menor suscetibilidade a antracnose com médias de comprimento de lesdo estatisticamente

iguais as obtidas pelo P. maliformes aos 7 e 14 dias ap6s a inoculagdo. Os gendtipos CPAC —
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EC4-121 e CPAC-EC4-128 foram originados da hibridacéo interespecifica entre P. caerulea x
P. edulis, estando na geragdo 4 de retrocruzamentos.Estas matrizes foram selecionados e estéo
sendo utilizadas na obtencdo de hibridos no programa de melhoramento genético do
maracujazeiro da Embrapa Cerrados. Estas matrizes tém apresentado resisténcia a doencgas e
coloracédo de polpa mais forte (FUHRMANN, 2011). Faleiro et al. (2007) relatam o sucesso
do programa de retrocruzamentos com a melhoria no nivel de resisténcia, sem queda
expressiva da produtividade de plantas retrocruzadas, advindas do cruzamento interespecifico
entre P. edulis e P. caerulea.

Entre as cultivares comerciais analisadas, a cultivar BRS Rubi do Cerrado, apresentou-
se mais resistente, com menor comprimento de lesdo em relagdo a cultivar BRS Gigante
Amarelo aos 7 e aos 14 dias de avaliacdo. Esse mesmo resultado foi verificado em capitulo
anterior, onde cultivares de maracujazeiro azedo foram avaliados quanto a resisténcia a
antracnose. FUHRMANN (2011) avaliou frutos de progénies de hibridos intra e
interespecificos de maracujazeiro a antracnose em condi¢fes de campo e nao encontrou
diferencas significativas entre as progénies avaliadas, entretanto verificou que a cultivar BRS
Gigante Amarelo apresentou-se como uma das mais suscetiveis a antracnose. BOUZA (2009),
trabalhando com 24 progénies de maracujazeiro azedo, em condicdes de casa de vegetacgdo,
verificou que a cultivar BRS Gigante Amarelo apresentou-se como moderadamente resistente
e as demais progénies como altamente suscetiveis. A cultivar BRS Rubi do Cerrado apresenta
acessos silvestres de maracuja em sua base de cruzamento, sendo que a resisténcia a doencas
foliares e a alta produtividade foram as caracteristicas mais importantes que subsidiaram seu
langamento (Embrapa, 2013).

O maior comprimento de lesdo foi verificado nas plantas das matrizes CPAC-ES4-
138, CPAC-EC5-356 e CPAC-EC4-124 (53,52; 53,21 e 52,25 respectivamente), sendo
considerados as mais suscetiveis. COLATTO (2010), trabalhando com 12 progénies de
maracujazeiro azedo, em condic¢Oes de casa de vegetacdo, verificou que as progénies foram

altamente suscetiveis ao C. gloesporioides.

SOUSA (2009) trabalhou com progénies de maracujazeiro azedo em condicdes de
casa de vegetacdo e verificou a alta suscetibilidade das progénies ao C. gloesporioides.
MARTINS (2005) avaliou 72 progénies de maracujazeiro em condic¢des de casa de vegetacéo,
com o mesmo isolado de Colletotrichum gloeosporioides utilizado neste trabalho e observou
gue 62 progénies foram classificadas como altamente suscetiveis, oito progénies como
suscetiveis entre elas, Gigante amarelo e Rubi Gigante e duas progénies como

moderadamente resistentes. MIRANDA (2004) avaliou a incidéncia e severidade de
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antracnose em 15 progénies de maracujazeiro em condi¢Ges de campo e classificou 14
progénies como moderadamente resistentes e uma como resistente. VILELLA (2013) avaliou
32 progénies de maracujazeiro amarelo a antracnose em condigdes de campo, verificou que
apenas duas progénies apresentaram resisténcia a antracnose (EC-RAM e MAR 20#10).
JUNQUEIRA et al. (2003) em trabalho realizado com 11 progénies de maracujazeiro, em
condi¢cbes de campo, ndo observaram resisténcia entre as progénies. Estes trabalhos
evidenciam uma baixa varibilidade genética para resisténcia a antracnose dentro da espécie
comercial P. edulis.

Os resultados desse trabalho evidenciam a melhoria do nivel de resisténcia a doencas
das plantas retrocruzadas em relacdo ao genitor recorrente, mostrando o potencial das espécies
silvestres como fontes de resisténcia a doencas e para a ampliacdo da base genética do

programa de melhoramento do maracujazeiro.

5.4 CONCLUSOES

Diferentes niveis de resisténcia a antracnose foram observados entre as espécies,
cultivares e matrizes obtidas por por retrocruzamento.

O acesso da espécie silvestre Passiflora maliformes foi o que apresentou menores
médias de comprimento de lesdo aos 7 e 14 dias ap0s a inoculacgéo.

Os gendtipos (matrizes) obtidos por retrocruzamentos CPAC-EC4-121 e CPAC-EC4-
128 apresentaram resisténcia a antracnose com médias de comprimento de lesdo
estatisticamente iguais as obtidas pelo P. maliformes aos 7 e 14 dias ap0s a inoculacéo, sendo
materiais interessantes para o programa de melhoramento genético.

A cultivar BRS Rubi do Cerrado também apresentou resisténcia a antracnose com
médias de comprimento de lesdo estatisticamente iguais as obtidas pelo P. maliformes aos 7 e
14 dias apds a inoculacdo, demonstrando que o lancamento de cultivares oriunda de

cruzamento interenpecifico tem aumentado a base genética para resisténcia a antracnose.
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RESISTENCIA DE GENOTIPOS OBTIDOS POR
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RESISTANCE OF PASSIONFRUIT GENOTYPES OBTAINED BY
BACKCROSSING AND PASSIONFRUIT CULTIVARS TO BACTERIAL
DISEASE OF SOUR PASSION FRUIT IN GREENHOUSE CONDITIONS
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RESISTENCIA DE GENOTIPOS OBTIDOS POR RETROCRUZAMENTOS E DE
CULTIVARES DE MARACUJAZEIRO AZEDO A BACTERIOSE EM CASA DE
VEGETACAO

RESUMO

O controle eficiente da bacteriose do maracujazeiro envolve métodos integrados com
énfase na resisténcia genética. Neste trabalho, objetivou-se avaliar a resisténcia de gendtipos
obtidos por retrocruzamento e cultivares de maracujazeiro azedo a bacteriose (Xanthomonas
axonopodis pv. passiflorae ) em condicdes de casa de vegetacdo. Foram avaliadas progénies
de dez gendtipos obtidos por retrocruzamento e as cultivares BRS Gigante Amarelo e BRS
Rubi do Cerrado. Utilizou-se o delineamento em blocos casualizados com 6 repeti¢des, sendo
cada repeticdo representada pela média de 12 lesdes avaliadas em 3 plantas. A inoculacéo foi
realizada em plantas com 60 dias ap0s o plantio, com suspensdo do isolado na concentracao
de 10° UFC/mI. A é&rea lesionada média, a area abaixo da curva de progresso da lesdo
(AACPL) e a porcentagem de folhas caidas foram avaliadas aos 7, 14 e 21 dias apos a
inoculacdo. Foram realizadas analises de variancia e as médias comparadas pelo teste de
Tukey, ao nivel de 5% de significancia. A cultivar BRS Rubi do Cerrado foi a mais resistente
a bacteriose, e a cultivar BRS Gigante Amarelo foi a mais suscetivel. Entre os gendtipos
obtidos por retrocruzamentos, merecem destaque 0 CPAC-EC4-223, CPAC-ES4-239, CPAC-
EC4-325, CPAC-EC4-124 e CPAC-ERE-476 que apresentaram niveis de resisténcia iguais a

cultivar BRS Rubi do Cerrado em pelo menos uma das caracteristicas avaliadas.

Palavras chaves: Xanthomonas axonopodis, Passiflora edulis, melhoramento genético.
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RESISTANCE OF PASSIONFRUIT GENOTYPES OBTAINED BY BACKCROSSING
AND PASSIONFRUIT CULTIVARS TO BACTERIAL DISEASE OF SOUR PASSION
FRUIT IN GREENHOUSE CONDITIONS

ABSTRACT

Efficient control of bacterial disease in passionfruit involves integrated methods with
emphasis on genetic resistance . The study aims to evaluate the bacterial disease resistance of
genotypes obtained from backcrossing breeding program and passionfruit cultivars under
controlled greenhouse conditions. Ten genotypes progenies obtained by backcrossing and two
cultivars (BRS Gigante Amarelo e BRS Rubi do Cerrado were evaluated). It was used a
randomized block design with 6 replications. Each replication was represented by 12 lesions
assessed in 3 plants. The inoculation was done in hurted plant leaves of 60 days old using a
concentration of 10 CFU / ml. The lesioned area , area under the progress curve of the lesion
(AUPCL) and percentage of fallen leaves were evalueted 7, 14 and 21 days after the
inoculation. Variance analysis were performed and the means were compared by Tukey test at
5% significance level. BRS Rubi do Cerrado Cerrado cultivar was the most resistant to
bacterial disease and BRS Gigante Amarelo was the most susceptible. Among the genotypes
obtained by backcrossing, CPAC-EC4-223, CPAC-ES4-239, CPAC-EC4-325, CPAC-EC4-
124 e CPAC-ERE-476 showed the same resistance level of the BRS Rubi do Cerrado
Cerrado in at least one of the characteristic analyzed.

Keywords: Xanthomonas axonopodis, Passiflora edulis, genetic resistance.
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6.1 INTRODUCAO

O Brasil abriga o centro de diversidade genética do género Passiflora. O Pais destaca-
se como o maior produtor mundial de maracujd devido as excelentes condicGes
edafoclimaticas para o seu cultivo e a crescente evolucdo da area de plantio. Com a expansao
da cultura, muitas doencas apareceram e se tornaram limitantes ao seu cultivo. Dentre essas
doencas, a bacteriose do maracujazeiro, causada pela bactéria Xanthomonas axonopodis pv.
passiflorae € uma das principais doencas dessa cultura (SANTOS FILHO et al., 2004;
KIMATI et al., 2005)

A doenca afeta a parte aérea da planta e se torna mais grave quando as plantas sao
expostas a altas temperaturas e umidade elevada. Os sintomas foliares iniciam-se nas bordas
do limbo e a infeccdo pode avancar através das nervuras, evoluindo para o peciolo, até atingir
os vasos dos caules mais finos, o que provoca caneluras longitudinais e a seca dos 6rgaos.
Consequentemente, ocorre intensa desfolha e a morte prematura da planta. A bacteriose do
maracujazeiro € muito severa, dada a dificuldade de controle e a falta de op¢des de produtos
quimicos curativos registrados com viabilidade econémica e ambientalmente (TORRES e
PONTES, 1994; VIANA et al.,2003).

A recomendacdo para controle da bacteriose do maracujazeiro envolve um manejo
integrado de métodos culturais para reducdo da fonte de in6culo e melhoria nutricional da
planta, produtos quimicos preventivos em &reas com historico da doenga, indutores de
resisténcia e uso de cultivares com maiores niveis de resisténcia genética (JUNQUEIRA et
al.,2011). A resisténcia genética € o método mais eficiente, econémico e ecologicamente
correto para o controle desta doenca, e a identificacdo de fontes de resisténcia é uma
importante demanda para as pesquisas (FALEIRO et al., 2006) e a primeira etapa quando se
pensa na obtencdo da resisténcia genética via programas de melhoramento genético
(FALEIRO et al., 2005). A utilizacdo de cultivares resistentes € uma alternativa simples e
efetiva no controle de doencgas. Recentemente, varios trabalhos com melhoramento de plantas
de maracujazeiro visando a resisténcia a bacteriose tém sido realizados por diferentes grupos
de pesquisa. No entanto, ainda ndo existe cultivar imune a doenca (VIANA, 2007,
HALFELD-VIEIRA, 2009, BOUZA, 2009, FUHRMANN 2011, VILLELA, 2012).

O desenvolvimento de cultivares com maior nivel de resisténcia é bastante desafiador
e 0 uso de especies silvestres do género Passiflora tém sido utilizado com sucesso no
desenvolvimento de hibridos interespecificos com a espécie comercial P. edulis visando a
incorporagdo de genes de resisténcia a doencas e outras caracteristicas de interesse
(JUNQUEIRA et al., 2008, JUNQUEIRA et al., 2005, JUNQUEIRA et al., 2006). O método
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dos retrocruzamentos tem sido utilizado com sucesso para transferir genes de resisténcia a
doencas de espécies silvestres para espécies comerciais de maracuja (FALEIRO et al., 2006,
FONSECA et al., 2009, FUHRMANN, 2011).

Neste trabalho, objetivou-se avaliar gendtipos obtidos por retrocruzamento e cultivares

de maracujazeiro azedo a bacteriose (Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae) em condicdes

de casa de vegetacdo.

6.2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo (20-30 °C e UR 70-90%) da
Embrapa Cerrados, localizada em Planaltina, DF, 15°39°84°" de latitude S e 47°44°41"° de
longitude W, altitude de 1.000 m. Foram avaliados dez genétipos (matrizes) obtidos por
retrocruzamento de maracuja e duas cultivares BRS Gigante Amarelo e BRS Rubi do
Cerrado (Tabela 1) a bacteriose (Xanthomonas axonopodis). As mudas de genoétipo (matriz)
foram produzidas a partir de sementes (familias de meio-irm&os) e as mudas das cultivares
obtidas de sementes comerciais.semeadas em bandejas de poliestireno estendido de 72
células, preenchidas com substrato (120 ml/célula) a base de vermiculita e casca de Pinus sp.
(Plantmax®). Cada gendtipo foi avaliado apartir de sua progénie (Familia de meio-irmao).

Para a obtencédo da fonte de indculo, col6nias puras do isolado CPAC-Planaltina obtido
por Junqueira (2010) foram transferidas para tubos de plastico com fundo cénico contendo 15
ml de meio nutritivo e crescidas por 16 horas a 28 °C sob agitacdo de 300 rpm. A suspensédo
foi centrifugada por 20 minutos e o sedimentado resultante foi ressuspendido em agua
destilada e teve sua concentracdo ajustada em espectrofotbmetro a uma densidade Optica de

0,323 Asso (10° ufc/ml), pré-determinada por meio de curva de calibracéo.
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Tabela 1- Geno6tipos (matrizes) de maracujazeiros resultantes do processo de retrocruzamento
e cultivares utilizadas no estudo e suas respectivas origens. Embrapa Cerrados/ UnB, Brasila,
DF, 2014.

Genotipos (matrizes) Origem dos gendtipos(matrizes)
CPAC-ERE-476 P. edulis “flavicarpa” x P. edulis “roxo” silvestre
CPAC-EC4-121 P. caerulea x P. edulis (RC4)
CPAC-EC4-124 P. caerulea x P. edulis (RC4)
CPAC-EC4-223 P. caerulea x P. edulis (RC4)
CPAC-EC4-325 P. caerulea x P. edulis (RC4)
CPAC-ERE-575 P. edulis “flavicarpa” x P. edulis “roxo” silvestre
CPAC-ES4-239 P. setacea x P. edulis (RC4)
CPAC-EC4-128 P. caerulea x P. edulis (RC4)
CPAC-EC5-356 P. caerulea x P. edulis (RC5)
CPAC-ES4-138 P. setacea x P. edulis (RC4)

BRS Gigante Amarelo Passiflora edulis Sims
BRS Rubi do Cerrado Passiflora edulis Sims

Foi utilizado o delineamento em blocos casualizados com 6 repeticdes, onde cada
repeticdo foi representada pela média de 12 lesdes avaliadas em 3 plantas. As plantas foram
inoculadas 60 dias apds a germinacdo. Foram inoculadas duas folhas, completamente
desenvolvidas, de cada planta. Na parte mediana da folha, lateralmente a nervura central,
foram feitos dois orificios de 3 mm de diametro com o auxilio de um furador de couro
adaptado (JUNQUEIRA, 2010) o qual foi previamente imerso na suspensdo bacteriana. Os
orificios foram feitos na segunda e terceira folhas, a partir do apice, sendo um furo em cada
parte do limbo foliar, totalizando quatro furos por planta. Ap6s a inoculacéo, as plantas foram
mantidas em camara Umida por 48 horas. Em seguida, as plantas permaneceram em casa de
vegetacdo (18 + 3 °C a noite, 25 + 3 °C durante o dia e 90%-95% UR).

Os sintomas foram avaliados aos 7, 14 e 21 dias apds a inoculagcdo, medindo-se o
diametro transversal e longitudinal das lesGes formadas em torno do orificio circular com o
auxilio de um paquimetro digital e calculando-se a area média lesionada (AML) e area abaixo
da curva de progresso da lesdo (AACPL). A AML foi calculada pela formula AML = 7’
(sendo o raio calculado pela metade da media dos didmetros transversal e longitudinal das
lesGes) e a area abaixo da curva de progresso da lesdo (AACPL) foi obtida conforme modelo
matematico proposto por Campbell e Madden (1990):

AACPL = E(Y‘%Yi“)x(ﬂ_l -T)

i=1

Em que:
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AACPL.: area abaixo da curva de progresso da leséo;
Yi = proporcdo da doenca na i-ésima observacao;
Ti = tempo em dias na i-ésima observagao;

n = nlmero total de observacoes;

Aos 21 dias apés a inoculacdo, foi realizada a contagem total de folhas em cada plantas
e o nimero de folhas caidas, calculando-se a porcentagem de folhas que cairam de cada
tratamento.

Foram realizadas analises de variancia e as médias foram comparadas pelo teste de

Tukey, ao nivel de 5% de significancia, com o auxiliodo programa Genes (CRUZ, 2004).

6.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram observadas diferencas significativas pelo teste F, a 1% de probabilidade para
quatro das cinco caracteristicas avaliadas (area lesionada média aos 14 dias, area lesionada
média aos 21 dias e area abaixo da curva de progresso da lesdo (AACPL) e % de folhas
caidas) (Tabela 2). Os coeficientes de variacdo para as caracteristicas avaliadas variaram de
21,44% a 44,29%. As caracteristicas ALM aos 21 dias e a AACPL tiveram as estimativas de
coeficiente de determinacdo superiores a 80%. A menor estimativa do coeficiente de
determinacdo de 22,82% foi obtida para a caracteristica ALM aos 7 dias de avaliagdo.
Estimativas altas de coeficiente de determinacdo evidenciam a acuracia da avaliacdo, de modo
que a caracteristica ALM aos 7 dias, nao foi adequada para a avaliacdo do nivel de resisténcia
dos materiais quanto a resisténcia a bacteriose. Aos 7 dias apds a inoculacdo, o

desenvolvimento da leséo foi insuficiente para a diferenciagdo dos materiais.

Tabela 2- Resumo da analise de variancia e valores de probabilidade relativos aos efeitos de
gendtipos na area lesionada média (ALM) avaliada aos 7, 14 e 21 dias, area abaixo da curva
de progresso da lesdo (AACPL), e porcentagem de folhas caidas. UnB/Embrapa Cerrados,
Brasilia, DF, 2014.

Caracteres avaliados

Fonte de variac&o ALM(mm?  ALM(mm?) ALM(mm?)  AACPL %
7 dias 14 dias 21 dias Folhas
caidas
Genotipos (G) 25,16ns 0,27** 0** 0** 0,61**
Média 25,37 543,63 870,67 7030,39 67,84

CV (%) 38,71 42,06 44,29 35,39 21,44

Minimo 5,15 7,55 73,49 361,7 34,5

Méaxima 60,1 1170,8 2289,87 16274,56 100

Coeficiente de Determinacao (%) 22,82 67,54 83,69 81,57 63,96
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A analise da ALM aos 14 dias, mostra que a cultivar BRS Rubi do Cerrado, apresentou
a menor &rea lesionada média (143,73mm?) e a matriz CPAC-EC4-121 apresentou a maior
ALM (703,51 mm?). As AML aos 14 dias das matrizes CPAC-EC4-124, CPAC-EC4-223,
CPAC-ES4-239 e CPAC-ERE-476 ndo diferiram do padrdo de resisténcia (cultivar BRS Rubi
do Cerrado). Aos 21 dias a cultivar BRS Rubi do Cerrado também apresentou a menor média
de ALM (168,23 mm?) e a cultivar BRS Gigante Amarelo a maior de 1577 mm?®. Entre as
matrizes avaliadas destaque para a CPAC-EC4-223, CPAC-EC4-325, CPAC-ES4-239,
CPAC-ERE- 476, CPAC-EC4-121, CPAC-EC4-124, CPAC-EC4-128 que apresentaram

médias de lesdo estatisticamente iguais ao BRS Rubi do Cerrado.

Tabela 3- Médias da area lesionada média (ALM) avaliadas aos 14 e 21 dias ap0s inoculacao
de X. axonopodis , area abaixo da curva de progresso da lesdo (AACPL) e porcentagem de
folhas caidas de 10 matrizes e 2 cultivares de maracujazeiro azedo. UnB/Embrapa Cerrados,
Brasilia, DF, 2014.

Caracteristicas Avaliadas

Genotipos ALM(mm?)  ALM(mm? AACPL % de Folhas
14 dias 21 dias caidas
BRS Rubi do Cerrado 143,7b 168,2d 1709,3c 87,4a
CPAC-ERE-476 529,8ab 754,5bcd  6541,3a 61,5ab
CPAC-EC4-121 703,5a 818,5bcd  8007,2a 58b
CPAC-EC4-124 327,7ab 753,4bcd  5088,8 73,3ab
CPAC-EC4-223 480,5ab 607,5cd 5653,1 61,6ab
CPAC-EC4-325 599,8a 693,0cd 6778,8a 72,0ab
CPAC-ERE-575 657,6a 1454,6ab  9895,5a 50,7b
CPAC-ES4-239 518,1ab 623,4cd 5956,5a 71,8ab
CPAC-EC4-128 615,1a 751,9bcd  7102,7a 72,2ab
CPAC-EC5-356 652,8a 1069,0abc  8515,6a 71,4ab
BRS Gigante Amarelo 690,5a 1577,5a 10569, 72,6ab
CPAC-ES4-138 603,9a 1176,0abc  8545,8a 59ab

As medias seguidas pelas mesmas letras minisculas na coluna ndo diferem estatisticamente entre si, pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Considerando a AACPL, a cultivar BRS Rubi do Cerrado tambeém apresentou-se mais
resistente entre os materiais genéticos estudados com valor de 1709,38. Este maior nivel de
resisténcia desta cultivar a bacteriose também foi observado por VILLELA (2012), que testou
cinco cultivares de maracujazeiro azedo a trés isolados de Xanthomonas axonopodis pv.
Passiflorae e verificou que a cultivar BRS Rubi do Cerrado apresentou os menores valores de
AACPL para todos os isolados testados.

Dentre as matrizes obtidas por retrocruzamento, merecem destaque a CPAC-EC4-124,
CPAC-EC4-223, CPAC-ES4-239 e CPAC-ERE-476, que ndo diferiram estatisticamente do
BRS Rubi do Cerrado e apresentaram médias de AACPL de 5088,85, 5653,17 , 5956,53,
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6541,3) respectivamente. FUHRMANN (2011) também verificou valores de AACPL
intermediario em progénies de retrocruzamentos. A progénie CPAC-ERE (P.edulis
“flavicarpa” x P. edulis 'roxo silvestre’), apresentou menor incidéncia de bacteriose. No
desenvolvimento da cultivar BRS Rubi do Cerrado, acessos de P. edulis roxo silvestre foram
utilizdos na base dos cruzamentos (Embrapa Cerrados, 2012). Verifica-se a importancia
desses acessos e espécies silvestres na base de cruzamentos como fontes de resisténcia a
bacteriose para os programas de melhoramento genético do maracujazeiro azedo.

Ainda com relacdo a AACPL, verifica-se que a cultivar BRS Gigante Amarelo
apresentou maior média dentre os materias genéticos estudados, com valor de 10569,92. Esse
alto valor de AACPL para a cultivar BRS Gigante Amarelo também foi verificado por
Junqueira (2010), Fuhrmamm (2011) e Villela (2012),que trabalharam com o mesmo isolado
de Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae e a mesma metodologia de inoculacdo usada
neste trabalho. Nos trabalhos de JUNQUEIRA (2010) e FUHRMANN (2011), a cultivar BRS
Gigante Amarelo foi comparada com outras espécies do género Passiflora e hibridos
interespecificos. Em andlises envolvendo apenas cultivares de maracujazeiro azedo,
JUNQUEIRA et al. (2003), NASCIMENTO(2003) e SOUZA (2005), ndo constataram graus
de resisténcia que pudessem oferecer resultados satisfatorios no controle da doenca.

Em contraponto, alguns autores tém verificado variabilidade genética para resisténcia a
bacteriose dentro da espécie P. edulis. MIRANDA (2004) comparou a resisténcia a bacteriose
em nove selecdes comerciais de maracujazeiro azedo e verificou diferencas significativas
entre elas, a partir da inoculacéo foliar do patogeno. SUASSUNA (2004) testou 33 materiais
de maracuja azedo em inoculacéo artificial foliar por ferimento e observou alta variabilidade
entre acessos quanto a resisténcia a bacteriose. KOSOSKI et. al (2008), BOUSA (2009) e
SOUSA (2009) também verificaram diferencas de suscetibilidade entre gendtipos e selecbes
de maracujazeiro azedo.WENDLAND et al. (1998) trabalharam com diferentes genétipos de
maracujazeiro azedo e com base em escala de notas de severidade, verificaram uma grande
variabilidade entre os materiais avaliados, indicando a possibilidade de obtencéo de gendtipos
comerciais de maracujazeiro com desejados niveis de resisténcia a bacteriose. BERIAM et al.
(2000) avaliaram trés hibridos comerciais de maracujazeiro-azedo desenvolvidos pelo
Instituto Agrondmico de Campinas (IAC), denominados IAC-273, IAC-275 e IAC-277. Os
autores encontraram diferencas significativas na resisténcia dos hibridos.

Em relacdo a porcentagem de folhas caidas, verificamos que BRS Rubi do Cerrado,
apresentou a maior porcentagem de 87,46%. Esse carater avaliado pode estar relacionado a
reacdo de hipersensibilidade. De acordo com Medeiros et al. (2003), a reacdo de

hipersensibilidade ¢ um tipo de defesa bioquimica induzida como resposta ao ataque do
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patdgeno a planta, e consiste em morte rapida de células do hospedeiro adjacentes ao local da
penetracdo, privando o patdégeno de nutrientes e impedindo sua propagacdo. Algumas
respostas bioquimicas de reacdo de hipersensibilidade se mostram semelhantes aquelas que
ocorrem apo6s injdria mecanica, senescéncia ou estresse. Como as mudas utilizadas para
inoculacdo apresentavam um estagio jovem (60 dias), foi descartada a hipotese de que tenha
ocorrido senescéncia, bem como nédo foi verificado estresse. Em relagdo a metodologia de
inoculagdo utilizada, poderia ser considerado um fator de injuria mecénica, porém todas as
plantas receberam a mesma metodologia de inoculacdo, e verificaram-se diferencas entre 0s
materiais estudados. Assim podemos dizer que a cultivar BRS Rubi do Cerrado,
possivelmente apresentou uma resposta de defesa ao patdgeno diferenciada. Os mecanismos
de defesa de uma planta podem ser estruturais e bioquimicos, ambos pré e/ou p6s-formados
em relacdo a tentativa de penetracdo do patdégeno no hospedeiro. Os mecanismos estruturais
constituem-se em barreiras fisicas a penetracdo e/ou colonizacdo do patdégeno, enquanto que
0s mecanismos bioquimicos englobam substancias capazes de inibir o desenvolvimento do
patégeno ou gerar condi¢cBes adversas para a sobrevivéncia nos tecidos do hospedeiro,
devendo estar presentes em concentracao adequada nas partes invadidas e em forma acessivel
ao patdgeno, de tal maneira que mudancas na concentracdo da(s) substancia(s) impliqguem em
mudangas na expressao da doenca (SCHWAN-ESTRADA et al., 2008).

Com base nos resultados apresentados e nos trabalhos de avaliacdo de resisténcia do
maracujazeiro azedo a bacteriose, pode-se verificar que existe variabilidade genética para
resisténcia a bacteriose entre diferentes espécies do género Passiflora e dentro da espécie P.
edulis Sims, contudo a variabilidade genética intra-especifica € mais baixa e ainda néo
existem cultivares com imunidade & bacteriose. Por esse motivo, o desenvolvimento de
hibridos intraespecificos e populacdes de retrocruzamentos pode ser uma importante
estratégia para o desenvolvimento de novas cultivares com maior nivel de resisténcia a
bacteriose. Essa variabilidade deve ser aproveitada por meio de selecdo e clonagem das
plantas que se destacam dentro de cada populagdo para compor, no futuro, um banco de
matrizes que possam ser utilizadas como genitoras dentro do programa de melhoramento do

maracujazeiro azedo.
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6.4 CONCLUSOES

Foram verificados diferentes niveis de resisténcia a bacteriose das cultivares e
gendtipos (matrizes) obtidos por retrocruzamentos.

Verificou-se que a cultivar BRS Rubi do Cerrado foi a mais resistente a bacteriose, e a
cultivar BRS Gigante Amarelo foi a mais suscetivel.

Entre os gendtipos (matrizes) obtidos por retrocruzamentos, merecem destaque o
CPAC-EC4-223, CPAC-ES4-239, CPAC-EC4-124 e CPAC-ERE-476 que apresentaram
niveis de resisténcia iguais a cultivar BRS Rubi do Cerrado em relacdo a AACPL.
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CAPITULO 7

RESISTENCIA DE ESPECIES SILVESTRES DE MARACUJAZEIRO E
GENOTIPOS OBTIDOS POR RETROCRUZAMENTOS A VIROSE DO
ENDURECIMENTO DOS FRUTOS

RESISTANCE OF WILD PASSION FRUIT SPECIES AND GENOTYPES
OBTAINED BY BACKCROSSING THE FRUIT WOODINESS VIRUSES
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RESISTENCIA DE ESPECIES SILVESTRES DE MARACUJAZEIRO E
GENOTIPOS OBTIDOS POR RETROCRUZAMENTOS A VIROSE DO
ENDURECIMENTO DOS FRUTQOS

RESUMO

O endurecimento dos frutos causado pelo Cowpea aphid-borne mosaic virus (CABMV) é
considerada a principal virose da cultura do maracujazeiro. A identificagdo de fontes de
resisténcia € a etapa béasica de todo programa de melhoramento genético. Nesse sentido,
objetivou-se, avaliar a resisténcia de espécies silvestres de maracujazeiro e genétipos obtidos
por retrocruzamento a virose do endurecimento dos frutos em condigbes de casa-de-
vegetacdo. No estudo das espécies silvestres, utilizaram-se dez acessos de espécies silvestres e
a cultivar BRS Sol do Cerrado. A inoculacéo foi realizada mecanicamente em 20 plantas de
cada acesso. A avaliacdo da incidéncia da doenca foi realizada 30 dias apos a inoculagéo.
Utilizou-se um isolado de CABMV do Distrito Federal. Considerando apenas a incidéncia no
estudo das espécies silvestres, verificou-se que P. misera e P. suberosa foram aparentemente
imunes ao virus. Os acessos das espécies Passiflora cerradense, P. coccinia e P. setacea
apresentaram resisténcia moderada com incidéncia de 10%, 25% e 30% respectivamente. No
estudo dos genGtipos obtidos por retrocruzamento, utilizaram-se 12 genétipos com o
delineamento experimental em blocos casualizados, constituido por 5 blocos e 4 plantas por
parcela. A inoculacdo foi realizada mecanicamente. A severidade da doenca foi realizada com
base em escala de notas, avaliada aos 30 e aos 45 dias ap0s a inoculacdo. Foram avaliadas,
além da incidéncia, a severidade da virose nas folhas, nimero de folhas com a nota 4 e
porcentagem de folhas com nota 4. Nos genotipos obtidos por retrocruzamento observou-se
uma incidéncia de 100%, porém diferentes niveis de resisténcia foram encontrados
considerando a severidade da doenca. As cultivares comerciais apresentaram maior

severidade da doenca quando comparadas com 0s genotipos obtidos por retrocruzamentos.

Palavras chave: Cowpea aphid-borne mosaic virus, Passiflora,virose, Resisténcia genética
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RESISTANCE OF WILD PASSION FRUIT SPECIES AND GENOTYPES
OBTAINED BY BACKCROSSING THE FRUIT WOODINESS VIRUSES

ABSTRACT

The woodiness of the fruit caused by Cowpea aphid-borne mosaic virus (CABMV) is
considered the main viruses of yellow passion fruit. The identification of resistance sources is
the basic step of any breeding program. The objective of this work was to evaluate the
resistance of accessions of wild species of passion fruit and backcrossing genotypes to the
CABMV in green house conditions. It was evaluated ten accessions of wild species and a
BRS Sol do Cerrado commercial hybrid as reference. Inoculation was performed
mechanically in 20 plants of each accession. Disease incidence was evaluated 30 days after
inoculation. A CABMYV isolate from Federal District was used. Considering only the disease
incidence, P. misera and P. suberosa were apparently immune to the virus. Passiflora
cerradence, P. coccinia and P. setacea showed moderate resistance with an disease incidence
of 10% , 25% and 30% respectively. In the study of backcrossing breeding, 12 genotypes
were evaluated in randomized blocks experimental design, consisting of 5 blocks and 4 plants
per plot. The inoculation was done mechanically. Disease severity was based on grading scale
evaluated at 30 and 45 days after inoculation. The following characteristics were evaluated:
total number of leaves, mean of severity note on the leaves, leaf number with note 4 ,
percentage of leaves with note 4 and disease incidence . The genotypes obtained by
backcrossing showed a 100% incidence , but different resistance levels were found
considering the disease severity. The cultivars showed higher disease severity compared with

the genotypes obtained by backcrossing.

Keywords: Cowpea aphid-borne mosaic virus, Passiflora, viruses, genetic resistance
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7.1 INTRODUCAO

O Brasil é considerado o maior produtor e consumidor mundial de maracuja-azedo,
com 923.035 toneladas numa area aproximada de 61.842 hectares em 2010, o que ressalta o
potencial produtivo e indica a importancia do cultivo dessa fruteira para a economia do Pais
(IBGE, 2013). No entanto, o rendimento médio das plantas de maracuja no Brasil de
aproximadamente 14 ton ha™ ainda é considerado baixo, considerando o potencial produtivo
da cultura que é superior a 50 ton ha™ (FALEIRO et al., 2008).

A ocorréncia de doencas nessa cultura é um dos principais fatores que tem contribuido
para reducdo na produtividade e qualidade dos frutos (PIMENTEL et al., 2008;
CERQUEIRA-SILVA et al., 2008). O maracujazeiro é atacado por diversos fungos, bactérias
e varios virus, entre os quais o causador da virose do endurecimento dos frutos que é
considerada uma doenca de elevada importancia econdmica na cultura do maracujazeiro. O
agente causal frequentemente relatado no Brasil € o Passionfruit woodiness virus (PWV),
entretanto estudos de caracterizagdo molecular, indicou elevada similaridade com isolados do
Cowpea aphid-borne mosaic virus (CABMV) (NASCIMENTO et al., 2004; NASCIMENTO
et al.,, 2006; CERQUEIRA-SILVA et al., 2008), sugerindo a prevaléncia desse virus no
Brasil. Internacionalmente € aceito que o virus do endurecimento dos frutos seja causado por
PWV ou CABMV (VAN REGENMORTEL et al., 2000; ALFENAS et al., 2005).

O virus pode ser transmitido por varias espécies de afideos (Aphis fabae Scopoli,
Aphis nerii Boyer de Fonscolombe, Aphis gossypii Glover, Myzus nicotianae Blackman e
Myzus persicae Sulzer), além de ser facilmente transmitidos via extrato foliar tamponado e
por enxertia (ZERBINI et al., 2005; DI PIERO et al., 2006). Plantas infectadas apresentam
mosaico foliar, que pode ser acompanhado ou ndo de bolhosidade e deformacgdo. Os frutos
podem apresentar-se deformados, pequenos e duros, ocorre reducdo significativa da area
foliar e do peso da parte aérea e do sistema radicular da planta.

A identificagdo de fontes de resisténcia é a etapa basica de todo programa de
melhoramento genético. A base genética das cultivares comerciais de maracujazeiro-azedo é
relativamente estreita (JUNQUEIRA et al., 2003) e para ampliar essa base genética, espécies
silvestres de maracuja tém sido utilizadas com sucesso em programas de melhoramento
genético (FALEIRO e JUNQUEIRA, 2009). A transferéncia de genes de resisténcia de
especies silvestres para as comercias tem sido feita, por meio de hibridag6es interespecificas
seguidas de um programa de retrocruzamentos auxiliados por marcadores moleculares
(FALEIRO et al., 2008; FALEIRO e JUNQUEIRA, 2009, FONSECA et al., 2009).
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Neste trabalho, objetivou-se avaliar a resisténcia de especies silvestres de
maracujazeiro e de gendtipos obtidos por hibridacdo interespecifica seguida de
retrocruzamento ao Cowpea aphid-borne mosaic virus (CABMV) em casa de vegetacao,
visando a identificacdo de genotipos com maiores niveis de resisténcia ao virus para uso per si

ou como parentais no programa de melhoramento do maracujazeiro azedo.

7.2 MATERIAL E METODOS

7.2.1 Avaliacdo da reacdo do virus Cowpea aphid-borne mosaic virus (CABMV) em
especies silvestres de maracujazeiro.

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo (20-30 °C e UR 70-90%) da
Embrapa Cerrados, localizada em Planaltina, DF, 15°39°84*’ de latitude S e 47°44°41”’ de
longitude W, altitude de 1.000 m. Foram avaliados onze acessos de espécies de maracuja
(Tabela 1) , sendo que a cultivar BRS Sol do Cerrado da espécie comercial Passiflora edulis

Sims., foi utilizada como padréo de suscetibilidade.

Tabela 1- Reacdo de espécies silvestres de maracujazeiro ao virus Cowpea aphid-borne
mosaic virus (CABMV), em casa de vegetacdo. Embrapa Cerrados/ UnB, Brasilia, DF, 2014.

N° Acessos Acessos de Passiflora Cadigo dos acessos( BAG)
1 Passiflora suberosa Mast. CPAC MJ-35-01

2 Passiflora misera HBK. CPAC MJ-37-01

3 Passiflora cerradense Sacco CPAC MJ-45-01

4 Passiflora coccinia Mast. CPAC MJ-08-05

5 Passiflora setacea DC. CPAC MJ-12-04

6 Passiflora quadrangularis CPAC MJ-07-01

7 Passiflora edulis Sims 'roxo CPAC MJ-21-03

8 Passiflora cincinata Mast. CPAC MJ-26-01

9 Passiflora alata Curtis. CPAC MJ-02-02

10 Passiflora nitida Kunth. CPAC MJ-01-01

11 BRS Sol do cerrado BRS Sol do Cerrado
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A producdo de mudas de cada espécie foi feita a partir de sementes em bandejas de
poliestireno estendido de 72 células, preenchidas com substrato (120 ml/célula) a base de
vermiculita e casca de Pinus sp. (Plantmax®). Apés 30 dia da germinagdo das sementes, as
mudas foram transplantadas para sacos plasticos, com capacidade de 3 litros, de uma mistura
de terra, areia, esterco de gado, super triplo, KCI, FTE BR12 e Calcario. Neste experimento,
vinte plantas de cada acesso foram inoculadas aos 60 dias ap6s a semeadura.

Utilizou-se um isolado de CABMV obtido no Distrito Federal mantido em plantas de
maracujazeiro em casa de vegetacdo. Confirmou-se que o isolado tratava-se de CABMV pelo
método soroldgico de imunodifusdo dupla em gel de agarose e Elisa Indireto (“enzme-linked
immunosorbent assay’”) com anti-soro especifico contra o CABMYV, conforme descrito por
ANJOS et al. (2002) .

O inbculo para a transmissdo mecanica foi preparado no almofariz através de
maceragdo do material foliar infetado na proporgédo de 1 g de tecido (folha) para 10 ml de
suspensdo tampdo fosfato de sodio 0,1 M, pH 7,0. Em seguida, adicionou-se pequena
quantidade de “celite” (abrasivo) ao extrato obtido e o virus foi inoculado, friccionando as
partes superiores das folhas com o dedo, onde continha o extrato. Foram inoculadas trés
folhas por planta. Aproximadamente 10 minutos ap6s a inoculagéo, as plantas foram lavadas,
a fim de que o abrasivo ndo queimasse as folhas inoculadas.

A avaliacdo da infeccdo viral foi feita com base na incidéncia, ou seja, pela detec¢do
da expressdo dos sintomas do virus em cada planta inoculada, quantificando a porcentagem

de plantas com sintomas.

7.2.2 Avaliacdo do virus Cowpea aphid-borne mosaic virus (CABMV) em gendtipos
obtidos por retrocruzamentos

O experimento também foi conduzido em casa de vegetacdo nas mesmas condi¢des
do experimento anterior. Os genoétipos (Matrizes) utilizados neste trabalho foram obtidos a
partir do programa de melhoramento genético do maracujazeiro realizado na Embrapa
Cerrados visando a obtengdo de variedades mais produtivas, com maior resisténcia a doencgas
e qualidade fisico-quimica dos frutos.

A partir de seis progénies obtidas de diferentes geracdes de retrocruzamentos entre o
maracujazeiro comercial (P. edulis) com espécies silvestres P. caerulea, P. edulis “roxo
silvestre” e P. setacea foram obtidas 315 plantas matrizes. Destas, 12 plantas (Geno6tipos)

foram selecionadas para este trabalho baseada na maior resisténcia a bacteriose e coloracdo
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de polpa mais intensa (avermelhada) (Tabela 2). Com exce¢do do BRS Rubi do Cerrado e

BRS Gigante Amarelo, dos quais foram utilizadas sementes comerciais, frutos resultantes dos

cruzamentos descritos na tabela 2 foram colhidos e as sementes, representando cada familia

de meio-irmaos, foram retiradas e semeadas em bandejas de poliestireno de 72 células, em

ambiente com nebulizacdo. Apds 30 dias da germinacdo, as mudas foram transferidas para

saquinhos com capacidade de 1 litro, constituidos de uma mistura de terra, areia, esterco de
gado, Super Triplo, KCI, FTE BR12 e Calcério.

Tabela 2-Gen6tipos (matrizes) de maracujazeiros resultantes do processo de retrocruzamento
e cultivares utilizadas no estudo e suas respectivas origens. Embrapa Cerrados/ UnB, Brasila,

DF, 2014.

Gendtipos (matrizes)

Origem dos geno6tipos (matrizes)

CPAC-ERE-476
CPAC-EC4-121
CPAC-EC4-124
CPAC-EC4-223
CPAC-EC4-325
CPAC-ERE-575
CPAC-ES4-239
CPAC-EC4-128
CPAC-EC5-356
CPAC-ES4-138
BRS Gigante Amarelo
BRS Rubi do Cerrado

P. edulis “flavicarpa” x P. edulis “roxo” silvestre
P. caerulea x P. edulis (RC4)
P. caerulea x P. edulis (RC4)
P. caerulea x P. edulis (RC4)
P. caerulea x P. edulis (RC4)
P. edulis “flavicarpa” x P. edulis “roxo” silvestre
P. setacea x P. edulis (RC4)
P. caerulea x P. edulis (RC4)
P. caerulea x P. edulis (RC5)
P. setacea x P. edulis (RC4)
Passiflora edulis Sims
Passiflora edulis Sims

Utilizou-se o delineamento experimental em blocos casualizados, constituido por 5

blocos e 4 plantas por parcela. As plantas de cada gendtipo foram inoculadas aos 60 dias apds

a semeadura. As avaliacdes de severidade da doenca foram realizadas com base na escala de

notas proposta por Junqueira et al.(2003), com modificacdes (Tabela 3, Figura 1).
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Tabela 3- Escala de notas proposta por JUNQUEIRA et al. (2003) com modificacdes,
utilizada para avaliagdo da severidade de virose em folhas de genotipos de maracujazeiro.
Embrapa Cerrados/ UnB, Brasilia, DF, 2014.

Nota Descricao
1 Folhas sem sintomas de mosaico (R)*
2 Folhas com mosaico leve, sem deformacdes foliares (MS)*
3 Folhas com mosaico intenso e bolhas, sem deformacdes foliares (S)*
4 Folhas com mosaico intenso, redu¢do do tamanho, bolhas e deformacdes

foliares (AS)*

*(R) Resistente, (MS) Medianamente susceptivel, (S) Susceptivel e (AS) Altamente susceptivel

Figura 1-Escala de notas utilizado para avaliagdo da severidade da virose em plantas
inoculadas com Cowpea aphid-borne mosaic virus (CABMV). Embrapa Cerrados/ UnB,
Brasila, DF, 2014.

As plantas avaliadas foram marcadas com uma fita acima das folhas inoculadas, ponto
em que se deu inicio a avaliacdo. Além da incidéncia da doenga (% de plantas com sintomas),
foram avaliadas as seguintes caracteristicas: numero total de folhas, média da nota de

severidade da virose nas folhas, numero de folhas com a nota 4 e porcentagem de folhas com
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nota 4. Ambas as caracteristicas foram avaliadas aos 30 e 45 dias apés a inoculacdo. Foram
realizadas analises de variancia e as médias foram comparadas pelo teste de Duncan, ao nivel
de 1% de significancia. Como subsidio adicional para a selecdo dos gendétipos com maior
nivel de resisténcia, o indice de selecdo com base na soma de postos (ranks) proposto por
Mulamba e Mock (1978) foi calculado com base no ranqueamento dos gendtipos referente as
caracteristicas média da nota de severidade, nimero de folhas com nota 4 e porcentagem de

folhas com nota 4 aos 30 e 45 dias.

7.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os acessos das diferentes espécies de maracujazeiro silvestre apresentaram diferentes
niveis de resisténcia a virose do endurecimento dos frutos. Na Tabela 4, verificamos que a
incidéncia, ou seja, a porcentagem de plantas com expresséo de sintomas do CABMV, variou

de 0% a 100% em condigdes de casa de vegetagéo.

Tabela 4- Reacdo de espécies silvestres de maracujazeiro ao virus Cowpea aphid-borne
mosaic virus (CABMV), em casa de vegetacdo. Embrapa Cerrados/ UnB, Brasilia, DF, 2014.

Espécies silvestres Cadigo acessos Plantas  Plantas %% de Nota

BAG inoculadas  com plantas com média dos

sintoma sintomas sintomas
Fassiflora suberosa Mast. CPAC MJI-3301 20 0 0 -
Fassiflora misera HBK CPAC MI-3701 20 0 0 -
Fassiflora cerradense Sacco CPAC MI-43-01 20 2 10 2
Fassiflora coccinia Mast. CPAC MI-08-05 20 5 25 2
Fassiflora setacea DC. CPAC MI-12-04 20 ] 30 2
Fassiflora quadrangularis Linm.  CPAC MI07-01 20 16 a0 3
Fassiflora eduliz Sims roxe CPAC MI-2103 20 17 83 3
Fassiflora cincinaia Mast. CPAC MI-26-01 20 18 o0 2
Fassiflora alata Curtis. CPAC MJ-0202 20 18 o0 4
Fassiflora nitida Eamth. CPAC MJI-01-01 20 20 100 4
BES S0l do cerrado BES Sol do Cerrado 20 20 100 4

A utilizacdo de variaveis como incidéncia e severidade, utilizando método de escala de
notas, tem sido bastante utilizada em trabalhos de melhoramento genético com a finalidade de
identificar gendtipos resistentes (COIMBRA, 2010). Considerando-se apenas a incidéncia,
verificamos que P. misera e P. suberosa ndo apresentaram sintomas da doenca. Este resultado
corrobora com o estudo de Maciel et. al (2009). Estes autores realizaram um screening de 16
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especies de passifloras nativas e verificaram que P. suberosa foi imune a quatro isolados
brasileiros do CABMV. Esse resultado abre a possibilidade de utilizacdo dessas duas espécies
(P.misera e P. suberosa) em cruzamentos com 0 maracujazeiro-azedo (P. edulis). Entretanto,
até o momento, ndo foi obtido sucesso em cruzamentos interespecificos de P. edulis com P.
suberosa e P.misera, visto que essas espécies pertencem a diferentes subgéneros (Passiflora e
Decaloba) e possuem numeros de cromossomos diferentes (OTONI et al., 1996; ULMER e
MACDOUGAL, 2004).

Os acessos das especies Passiflora cerradense, P. coccinia e P. setacea foram
moderadamente resistentes com incidéncia de 10%, 25% e 30% respectivamente. Tais
espécies silvestres sdo também boas fontes de resisténcia a virose com potencial uso em
programas de melhoramento genético do maracujazeiro azedo. Dentro desta perspectiva, 0
programa de retrocruzamentos envolvendo a espécie comercial P. edulis e a espécie silvestre
P. setacea tem sido conduzido com sucesso (FONSECA et al., 2009). Junqueira et al. (2005;
2006) citam vérias espécies silvestres de maracuja com resisténcia a doencas e potencial de
utilizagdo em programas de melhoramento genético. Dentre as espécies indicadas como
potenciais fontes de resisténcia a diferentes doencas, séo citadas P. cincinnata, P. caerulea, P.
incarnata, P. maliformes, P. foetida, P. nitida, P. quadrangularis e P. setacea. Hibridacdes
interespecificas envolvendo tais espécies silvestres tém sido realizadas com sucesso
(JUNQUEIRA et al., 2008).

No caso da virose, 0s acessos das espécies P. quadrangularis, P. edulis 'roxo silvestre',
P. cincinnata, P. alata, P. nitida e a cultivar de P. edulis BRS Sol do Cerrado, foram
suscetiveis com incidéncia acima de 80% (Tabela 3). E importante considerar que pode haver
variabilidade genética intraespecifica para resisténcia a virose, ou seja, diferentes acessos de
uma espécie podem ter diferentes niveis de resisténcia. Esta consideracdo é corroborada com
os diferentes niveis de incidéncia a virose obtidos pelo acesso 'roxo silvestre' (85%) e a
cultivar BRS Sol do Cerrado (100%) da espécie P. edulis.

Em diferentes estudos realizados com cultivares comerciais de maracujazeiro-azedo
P. edulis, ndo foram constatados niveis de resisténcia que pudessem oferecer resultados
satisfatorios no controle da virose (JUNQUEIRA et al., 2003; LEAO et al., 2006; PINTO et
al., 2008). Esses autores verificaram que a variabilidade dentro das cultivares comerciais
estudadas para resisténcia a virose € muito baixa, ressaltando a importancia de trabalhos de
melhoramento que visem a introgressdo de genes de resisténcia de espécies silvestres nas

cultivares de maracujazeiro-azedo.
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A andlise do nivel de resisténcia dos genotipos obtidos por retrocruzamentos com base
na incidéncia da virose ndo mostrou diferencgas entre eles, ou seja, todos apresentaram 100%
de incidéncia. Entretanto, foram observadas diferengas significativas pelo teste F, a 1% e a
5% de probabilidade, entre os genotipos e os periodos de avaliacdo para as 4 caracteristicas
avaliadas (Tabela 4). Para trés caracteristicas, as diferencas foram altamente significativas
entre 0s gendtipos de maracuja e para o periodo de avaliacdo. Os coeficientes de variacdo
variaram de 8,24% a 19,21% ressaltando uma boa preciséo experimental. Foram verificadas
altas estimativas do coeficiente de determinacdo, as quais foram superiores a 73% para trés
das quatro caracteristicas avaliadas com base na meédia, 0 que mostra a acuracia e
confiabilidade dos dados (CRUZ et al., 2004). N&o foram observados efeitos da interacédo

entre os gendtipos e o periodo de avaliacdo para as quatro caracteristicas avaliadas (Tabela 5).

Tabela 5- Resumo da anélise de variancia e valores de probabilidade dados relativos ao
numero de folhas, média da nota da severidade da virose nas folhas, numero de folhas com
nota maxima (4) e porcentagem de folhas com nota 4. UnB/Embrapa Cerrados, Brasilia, DF,
2014,

Fonte de variagio GL N° Média da nota  N° de folhas % de
Folhas daseveridadeda comnota  folhas com

virose nas folhas méaxima( 4) nota4
Gendtipos (G) 11 0** 0** 5,0* 0,01**
Periodo de avaliacdo (P) 1 0** 0** 0** 1,09*
GxP 11 34,82 33,65 100 38,77
Média 6,1 2,87 2,52 43,35
Coeficiente de variacdo (%) 8,24 6,54 17,6 19,21
Coeficiente de determinacédo (%) 94,8 77,82 46,08 73,67

A comparagdo entre as médias das quatro caracteristicas avaliadas nas 10 familias de
meio irmdos e nas duas cultivares comerciais evidenciaram as diferencas significativas
(Tabela 6). Quanto ao numero total de folhas, o0 genétipo com maior quantidade foi o CPAC-
EC4-124, tanto aos 30 como aos 45 dias e 0 gendtipo com menor quantidade foi 0 BRS Rubi
do Cerrado. Esta caracteristica da uma idéia do vigor e do desenvolvimento inicial das mudas

dos diferentes genotipos.

145



Tabela 6- Médias dos dados relativos ao numero de folhas, média da nota, numero de folhas com
nota maxima (4) e porcentagem de folhas com nota 4 de 12 gen6tipos de maracujazeiro em duas
épocas de avaliacdo (30 e 45 dias) apos inoculacdo. UnB/Embrapa Cerrados, Brasilia, DF, 2014.

Gendtipos N° de folhas Média danotada  N° de folhas com nota % de folhas com indice
severidade da maxima( 4) nota4 soma
virose nas folhas ranks
30 dias 45 dias 30 dias 45 dias 30 dias 45 dias 30 dias 45 dias
BRS Rubi do 3,85i A 5,80g B 322a A 3,14aA 2,10c B 2,65bcd A 59,91a A 48,81a B 50
Cerrado
CPAC-ERE- 455h A 6,50ef B 2,70bcd B 2,94bc A 2,15¢c B 2,55¢d A 48,50b A 39,95cde B 31
476
CPAC-EC4- 585bc A 7,55b B 2,61de B 2,82¢c A 2,15¢ B 2,60cd A 37,32d A 34.91ef A 11
121
CPAC-EC4- 635a A  825abB 251eB 291c A 2,35bc A 2,55¢d A 37,64d A 31,79f B 14
124
CPAC-EC4- 525ef A 640efB  269cd B  2,95bc A 2,15¢c B 2,45d A 42,73bcd A 39,44de A 22
223
CPAC-EC4- 5,45de A 7,10cB 2,79bc B 3,07ab A 2,20bc B 3,052 A 41,05cd A 46,37abc A 38
325
CPAC-ERE- 47gh A 6,25f B 2,77bcB  3,08ab A 2,15¢c B 2,70bcd A 46,66bc A 47,53ab A 39
575
CPAC-ES4- 5,10ef A 7,55b B 2,830 A 2,87c A 2,35bc B 2,70bcd A 46,84bc A 36,59%f B 33
239
CPAC-EC4- 4,90fgh A 6,90cd B 2,81bc A 3,13aB 2,30bc B 2,95ab A 47,92b A 44,52abcd A 47
128
CPAC-EC5- 573cd A 7,80bB 2,68cd A 2,90c B 2,530 B 2,86abc A 44,76bc A 37,3%f B 28
356
BRS Gigante ~ 4,95fg A 6,70de B 2,8lbcA  3,07abB 2,10c B 3,15a A 42,97bcd A 48,14a A 42
Amarelo
CPAC-ES4- 6,15b A 7,55b B 2,75bcd A 2,95bhc B 2,90a A 3,05a A 47,14bc A 41,07bcde B 43
138

As medias seguidas pelas mesmas letras minusculas na coluna e pelas mesmas letras maidsculas na linha (dentro de
cada época de avaliacdo) ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Duncan a 1% de probabilidade.

A caracteristica média da nota da severidade da virose na folha é uma indicacdo do
nivel de resisténcia de cada genoétipo. As escalas diagramaticas, proposta por Junqueira et al.
(2003) e por Novaes e Rezende (1999) tem sido utilizada com sucesso por diversos autores
que avaliaram a reacdo de genotipos de maracuja-azedo ao CABMV (JUNQUEIRA et al.,
2003; ABREU, 2006; FONSECA et al., 2009; PINTO et al., 2008; LEAO et al., 2006;
SOUZA, 2005; COIMBRA, 2010). Entre os gendtipos avaliados no presente trabalho, a
cultivar BRS Rubi do Cerrado foi a que apresentou maior média da nota da severidade da
virose na folha aos 30 dias. Aos 45 dias, 0s gendtipos que apresentaram maior média foram
BRS Rubi do Cerrado, CPAC-EC4-128, CPAC-ERE-575, BRS Gigante Amarelo e CPAC-
EC4-325. Os genotipos com menor média, ou seja, com maior nivel de resisténcia foram
CPAC-EC4-121, CPAC-ES4-239, CPAC-EC5-356 e CPAC-EC4-124, entretanto esses
gendtipos ndo diferiram estatisticamente de CPAC-ERE-476,CPAC-EC4-223, CPAC-ES4-
138. Resultados semelhantes foram obtidos por Fonseca et.al (2009), avaliando a resisténcia
de uma populacdo de retrocruzamento de maracujazeiro e verificou alta suscetibilidade do

progenitor recorrente da espécies comercial P. edulis com uma nota média de 3,9 e da
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populacéo de retrocruzamento RC4 com nota média de 3,7. A alta suscetibilidade da espécie
comercial P. edulis também foi verificada por Abreu (2006). Santos (2013),trabalhou com
hibridos interespecificos entre P. setacea e P. edulis e genotipos de P.edulis em condi¢des de
campo, verificando diferentes niveis de resisténcia entre as progénies e os genitores de P.
edulis.

A cultivar BRS Gigante Amarelo e os genétipos CPAC-ES4-138 e CPAC-EC4-325,
apresentaram maior nimero de folhas com nota maxima (4) de severidade da virose aos 45
dias. Entretanto, ndo diferiram estatisticamente de CPAC-EC4-128 e CPAC-EC5-356.

Em relacdo a porcentagem de folhas com nota 4, verificou-se que aos 45 dias as duas
cultivares comerciais BRS Gigante Amarelo e BRS Rubi do Cerrado, foram as que
apresentaram menor nivel de resisténcia quando comparadas com os genotipos obtidos pelo
programa de retrocruzamentos (Tabela 4), mas nao diferiram estatisticamente de CPAC-EC4-
325, CPAC-ERE-575 e CPAC-EC4-128 Os gendtipos com maior nivel de resisténcia
observados no presente trabalho com base na porcentagem de folhas com nota 4 aos 45 dias
foram, CPAC-ES4-239, CPAC-EC4-121, CPAC-EC4-124 e CPAC-EC5-356, que ndo
diferiram estatisticamente de CPAC-ERE-476 e CPAC-EC4 223. Com base no indice da
soma de ranks, os genotipos CPAC-EC4-121 e CPAC-EC4-124 foram os que apresentaram 0s
menores valores, ou seja, sdo aqueles que seriam selecionados com base na analise
multivariada das caracteristicas relacionadas a resisténcia a virose. Acredita-se que pelo
menos parte da resisténcia das espécies silvestres P. caerulea, P. setacea e P. edulis “roxo
silvestre” pode ser transferida para cultivares comerciais (JUNQUEIRA et al., 2005).
Segundo Fonseca et al. (2009), o nivel de resisténcia a virose do genitor P. setacea, embora
transferido eficientemente para plantas F1, diminui ao longo dos ciclos de retrocruzamentos
com a espécie comercial P. edulis, possivelmente pelo fato de ser uma resisténcia de heranca
guantitativa. Como a resisténcia é aparentemente quantitativa, analises fenotipicas precisam
ser feita com alta acuracia, envolvendo experimentos em condi¢des controladas e também
experimentos em nivel de campo com avaliagdes ao longo do ano e durante todo ciclo da
planta e, como sugerido por Santos (2013), utilizando teste soroldgicos e moleculares como
ferramenta auxiliar na quantificacdo da doenga. Acredita-se que o aumento do nivel de
resisténcia das plantas seja importante para diminuir os problemas da virose e também para
levar a plantas com maior tolerancia, ou seja, que consigam produzir mesmo na ocorréncia da

doenca.
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7.4 CONCLUSOES

Diferentes niveis de resisténcia a virose do endurecimento dos frutos foram observados
entre os acessos de diferentes espécies de maracuja, sendo que as espécies Passiflora. misera
e P. suberosa ndo apresentaram sintomas do virus e as espécies P. cerradense, P. coccinia e
P. setacea apresentaram baixa incidéncia da doenga com sintomas menos Severos.

No caso dos genotipos obtidos por retrocruzamentos e cultivares comerciais, foi
observada uma incidéncia de 100%, entretanto com diferentes niveis de resisténcia
considerando a severidade da doenga. As cultivares comerciais apresentaram maior

severidade da doenca quando comparadas com 0s gen6tipos obtidos por retrocruzamentos.
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