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VARIABILIDADE GENETICA DE ACESSOS DE MARACUJAZEIRO-DOCE
CARACTERIZADA POR MARCADORES RAPD E AVALIACAO DA
RESISTENCIA A BACTERIOSE E A VIROSE DO ENDURECIMENTO DOS
FRUTOS.

Resumo geral- O maracujazeiro-doce (Passiflora alata Curtis), devido a pregos
diferenciados, vem ganhando importancia dentro do mercado de frutas in natura. O
melhoramento genético ¢ fundamental para elevar a qualidade e produtividade da cultura,
sendo a identificacdo de fontes de resisténcia a doencas uma etapa relevante de todo
programa de melhoramento. Objetivou-se, neste trabalho analisar a variabilidade genética
de acessos comerciais e silvestres de P. alata e avaliar a resisténcia de acessos de
maracujazeiro-doce a bacteriose (Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae) e a virose do
endurecimento dos frutos (Cowpea aphid-borne mosaic virus - CABMV ou Passionfruit
woodiness virus — PWV) em condi¢des de campo e casa de vegetagdo. No presente
trabalho, analisou-se a variabilidade genética de 17 acessos de maracujazeiro-doce, sendo
nove obtidos de populagado cultivada e oito silvestres, por meio de marcadores moleculares
RAPD (“Random Amplified Polymorphic DNA”) . O DNA (Acido Desoxiribonucléico)
gendmico de cada acesso foi extraido e primers decameros foram utilizados para a
obten¢do de marcadores moleculares RAPD. Os marcadores foram convertidos em uma
matriz de dados bindrios, a partir da qual foram estimadas as distdncias genéticas entre os
acessos e realizadas andlises de agrupamento. Entre os acessos analisados constatou-se que
existe variabilidade genética entre os acessos obtidos de populacdo cultivada e silvestres de
P. alata, sendo que os acessos silvestres foram os que mais contribuem na amplitude da
base genética dos materiais estudados. Ademais, avaliou-se a resisténcia de nove acessos
de maracujazeiro-doce (sete acessos obtidos de populagdo cultivada e dois acessos
silvestres) a bacteriose em condi¢des de campo e em casa de vegetagdo. Em condigdes de
campo, foram analisadas cinco folhas por planta, selecionadas aleatoriamente, nas quais se
avaliou o nimero médio de lesdes por folha, o didmetro médio das lesdes, a média da area
lesada por folha, a % de folhas sadias e a % de folhas sintomaticas. Em casa de vegetacao,
realizou-se a inoculagdo com o isolado 767 (UnB) de Xanthomonas axonopodis pv.
passiflorae e avaliou-se o didmetro longitudinal médio da lesdo, didmetro transversal
médio da lesdo, didmetro médio da lesdo e area lesada média aos 5, 10 e 15 dias apods
inoculag¢do. Os resultados foram significativos apenas para o experimento em casa de

vegetacdo, em que o acesso com maior nivel de resisténcia foi o acesso tipo J, seguido do
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acesso tipo D. Ainda, estudou-se a resisténcia de tais acessos a virose do endurecimento
dos frutos também em condigdes de campo e casa de vegetagdo. Em condi¢des de campo,
foi avaliado incidéncia e severidade da doenca. Para avaliacdo da severidade utilizou-se
escala de notas para planta e para folha. Em condi¢des controladas de casa de vegetacdo, a
inoculagdo foi feita mecanicamente em cada acesso. Avaliou-se a porcentagem de plantas
com sintomas da infec¢do viral (incidéncia). O maior nivel de resisténcia foi verificado nos
acessos silvestres N1 e N2. Em condi¢des de campo, a incidéncia e a severidade de virose
aumentaram ao longo do tempo, possivelmente devido a maior disseminagdo do virus pelo
afidio. Houve diferengas de nivel de resisténcia entre plantas da mesma familia ressaltando
a importancia da avaliacdo e da selecdo de plantas individuais.

Sendo assim a presenca de alta variabilidade genética entre os acessos estudados refletida
também na resisténcia a virose e bacteriose, geram perspectivas promissoras para o
melhoramento desta espécie, possibilitando o langamento futuro de variedades com
caracteres desejaveis.

Palavras chaves: Passiflora alata, biotecnologia, pré- melhoramento, base genética.
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GENETIC VARIABILITY OF SWEET PASSION FRUIT ACCESSES
CHARACTERIZED BY RAPD MARKERS AND EVALUATION OF
RESISTANCE TO BACTERIAL BLIGHT AND PASSION FRUIT WOODINESS
VIRUSES.

Overall Abstract - Sweet passion fruit (Passiflora alata Curtis) is gaining importance in
the in natura fruit market due to differential pricing. Genetic breeding is crucial to improve
crop quality and productivity, and identification of sources resistance a relevant stage for
any breeding program. The objective the present work was to analyze the genetic
variability of accesses of P. alata obtained from cultivated population and of wild accesses
and to evaluate resistance sweet passion fruit accesses the to bacterial blight caused by
(Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae) and to passion fruit woodiness viruses. (caused
by PWV or CABMYV) under greenhouse and field conditions. Unthe present work, genetic
variability of 17 sweet passion fruit accesses was analyzed, nine of them from a cultivated
population and eight wildones, was analyzed by using RAPD (“Random Amplified
Polymorphic DNA”) molecular markers. The genomic DNA of each access was extracted
and decamers primers were used to obtain RAPD molecular markers. The markers have
been converted into a matrix of binary data, used as base to estimate genetic distances
between accesses and to produce grouping analysis. Among the studied accesses, genetic
variability was observed between accesses from cultivated and wild population of P. alata,
the wild accesses contribuing the most to the range of the genetic basis of the studied
materials. Moreover, resistance to bacterial blight of nine sweet passion fruit accesses
(seven obtained from cultivated population and two wild accesses) under greenhouse and
field conditions was assessed. Under field conditions, five leaves randomly selected from
each plant, were analyzed. The average number of lesions per leaf, the average diameter of
lesions, the average lesioned area per leaf and the percentage of healthy and sick leaves
were evalucted. Under greenhouse conditions, inoculation with the isolate 767 (UnB) of
Xanthomonas axonopodis pv. Passiflorae was performed and the average longitudinal
diameter, the average transverse diameter, the average diameter of the lesion and the
average lesioned area were evaluated 5, 10 and 15 days after inoculation. Results were
significant only for the greenhouse experiment, where the access with higher resistance
level was the J-type, followed by the D-type. Furthermore, the resistance to passion fruit
woodiness viruses. of such accesses was studied, under greenhouse and field conditions,

likewise. Under field conditions, incidence and severity were evaluated. For evaluation of

Xiv



the severity it was used a scale for plant and leaf. Under controlled greenhouse conditions,
the inoculation was produced mechanically in each access. The incidence of plants
presenting viral infection symptoms (incidence) was measured. The highest resistance
level to fruit was observed on wild accesses N1 and N2. Under field conditions, the
incidence and severity of passion fruit woodiness viruses increased over time, possibly due
to the dissemination of virus by the vector aphid. It was verified differences is possible to
verify resistance levels in between plants of the same family, stressing the importance of
evaluation and selection of individual plants. Thus, the presence of high genetic variability
among the studied accesses, also reflected in the resistance to passion fruit woodiness
viruses and bacterial blight, generate promising perspectives for the breeding of this

species, enabling the future release of varieties with desirable characteristics.

Key words: Passiflora alata, biotechonology, pre-breeding, genetic basis.
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1. INTRODUCAO GERAL

O maracuja-doce (Passiflora alata Curtis), conhecido popularmente por maracuja
refresco, maracuja de comer, maracuji-alado, maracuja-guagu, € em outros paises ¢
chamado de “fragant granadille”, e mais recentemente de “sweet maracuja” (JUNQUEIRA
et al., 2005a), ¢ uma trepadeira que apresenta o caule quadrangular e frutos ovais a
piriformes,de coloracdo amarelo ou laranja, comestiveis e adocicados pertencentes a
familia Passifloraceae.

A familia Passifloraceae apresenta uma expressiva diversidade, com 18 géneros e
630 espécies, sendo o género Passiflora o maior, constituido por 22 subgéneros e 485
espécies, das quais 150 a 200 espécies sdo nativas do Brasil (VANDERPLANK, 2000).

O Brasil é considerado o centro de dispersdo de muitas espécies do gé€nero
Passiflora (Ferreira, 1994), oferecendo ao pais uma condicdo privilegiada com relagdo aos
recursos genéticos dessas espécies. Acessos de Passiflora alata podem ser encontrados em
estado silvestre nos Estados da Bahia, Mato Grosso, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sdo
Paulo, Parana, Santa Catarina, Amazonas ¢ Para, sendo encontrado também no Peru
(CUNHA & BARBOSA., 2002). Segundo JUNQUEIRA et al. (2005a) tais acessos podem
ser encontrados no estado silvestre no Espirito Santo, Ronddnia, Maranhdo, Piaui,
Tocantins, Goids e Distrito Federal. Além da utilizagdo do fruto para consumo in natura, o
maracujd doce pode ser utilizado como planta ornamental, pelas suas flores grandes e
vistosas, e como planta medicinal, por produzir passiflorina e maracujina, ambas com
propriedades tranquilizantes (VASCONCELOS & CEREDA, 1994; OLIVEIRA et al.,
1994).

A espécie de maracuja mais cultivada no Pais é Passiflora edulis f. flavicarpa,
também conhecida como maracuji-amarelo ou azedo, representando 95% dos pomares
comerciais de maracujazeiro (RUGGIERO et al., 1996). Entretanto, devido aos pregos
diferenciados, a espécie de maracuja-doce (Passiflora alata Curtis), vem ganhando
importancia dentro do mercado de frutas in natura. Segundo KAVATI & PIZA JR. (2002),
o volume comercializado em Sdo Paulo tem aumentado significativamente desde o inicio
da década de 1980, chegando a 1,7 mil t em 2002, sendo Mogi-Guagu ¢ Mogi - Mirim os
principais municipios produtores do Estado (BRAGA et al. 2005). Outros Estados como
Parand, Santa Catarina, Minas Gerais, Espirito Santo, Bahia e Pard também tém entrado

nesse mercado, contribuindo para a disseminag@o da cultura. O aumento da 4rea plantada e



o crescente interesse pela cultura criam novas demandas de cultivares superiores ¢ de
tecnologias de produgao.

Com a expansdo da cultura do maracujazeiro no pais, varias doengas se tornaram
economicamente importantes. Algumas dessas, como a bacteriose (Xanthomonas
axonopodis pv. passiflorae), a virose do endurecimento do fruto (CABMV) e o nematoide
das galhas (Meloidogyne spp.), sdo limitantes ao seu cultivo, podendo provocar perdas
totais (JUNQUEIRA et al., 2004).

Considerando que o maracuja ¢ uma cultura em franca expansdo e pouco estudada,
programas de melhoramento genético sdo cada vez mais necessarios para equacionar
problemas como baixa produtividade, falta de adaptacdo a certos ecossistemas, nio
atendimento a exigéncias do consumidor e industria e , principalmente, suscetibilidade a
varias doencas.

A variabilidade genética das atuais variedades comerciais para resisténcia a doencas
¢ reduzida, sendo que a busca de fontes de resisténcia ¢ uma atual demanda para a pesquisa
(FALEIRO et al.2006).Espécies silvestres de maracuja nativas e espontaneas no Cerrado
sdo alternativas para a ampliagdo da base genética da resisténcia a diversas doengas, que
podem ser combinadas com caracteristicas de produtividade e qualidade de frutos em
programas de melhoramento genético.

Os estudos de diversidade genética inter e intra especifica sdo de grande
importancia nestes estudos sobre espécies do género Passiflora, devido a rapidez e
acuracia das técnicas que detectam as variagdes diretamente no DNA. Tais informagdes
podem ser diretamente utilizadas para o direcionamento de cruzamentos em programas de
melhoramento, além de outras aplicagdes dentro dos programas de conservagdo e uso de
recursos genéticos (FALEIRO, 2007), os marcadores do tipo RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA), por constituirem uma metodologia mais simples e relativamente mais
barata, tém sido intensamente utilizados para diferentes estudos genéticos de diversos
acessos, incluindo importantes trabalhos sobre a variabilidade genética do maracujazeiro
(FALEIRO et al., 2005; PIO VIANA et al., 2003; BELLON et al., 2005; JUNQUEIRA et
al., 2005c; PAULA et al., 2005) e na identificagdo rapida de sele¢des interespecificas
provenientes ou ndo de cruzamentos controlados (JUNQUEIRA et al., 2006)

Neste trabalho objetivou-se analisar a variabilidade genética de acessos de
Passiflora alata Curtis por meio de marcadores RAPD, e avaliar a resisténcia de tais

acessos a bacteriose e a virose do endurecimento do fruto.



2.REVISAO DE LITERATURA
2.1. Maracuja no Brasil — Aspectos econdmicos

O maracujazeiro tem adquirido grande importincia no contexto mundial,
notadamente a partir das ultimas trés décadas, sendo que o Brasil ocupa uma situagdo de
destaque no ranking mundial.

O Brasil é o maior produtor da espécie Passiflora edulis f. flavicarpa. No ano de
2005, a produgdo nacional brasileira foi de 479813 t em 35.820 ha, (IBGE, 2007).As
regides Nordeste e Sudeste destacam-se como as maiores produtoras.

Atualmente, o maracujazeiro vem sendo plantado em quase todos os estados
brasileiros, proporcionando economia e renda em inimeros municipios, se destacando
como uma cultura com uso intensivo de mao-de-obra. Os dez maiores estados produtores
da cultura do maracuja sdo: Bahia, Espirito Santo, S@o Paulo, Rio de Janeiro, Ceard,
Sergipe, Para, Minas Gerais, Goias e Alagoas (AGRIANUAL, 2006).

Os primeiros cultivos surgiram na década de 1960, e a produgdo, em torno de 1.444
t/ano, era suficiente apenas para atender as necessidades da familia e do pequeno mercado
regional (ARAUJO, 1978). O mesmo autor destaca que no periodo de 1960 a 1970, a
cultura do maracujazeiro passou a assumir importancia em termos econdmicos, fato que,
provavelmente, representou o inicio de sua exploragdo para fins industriais.

Naquela época, havia poucas informagdes a respeito da cultura. O grande interesse
e as perspectivas de mercado incentivaram o inicio das pesquisas no Brasil e foram
realizados os primeiros simpdsios sobre a passicultura: I, II, III, IV e V Simpdsio sobre a
Cultura do Maracujazeiro, realizados, respectivamente, no IAC, em 1974; na UNESP,
Jaboticabal, em 1977; UESB, Vitéria da Conquista, em 1991 e 1994, e UNESP,
Jaboticabal, em 1998 (RUGGIERO, 2000).

Em 1990, a area cultivada totalizava 25.329 ha. A ampliagdo média dos pomares no
pais estavam ocorrendo a uma taxa de 5,29 % ao ano (FNP, 2000). A partir de 1998, foi
instituida a realizacdo da Reunido Técnica de Pesquisas em Maracujazeiro (RTPM), tendo,
até 2005, sido realizadas quatro reunides, respectivamente, na Embrapa Mandioca e
Fruticultura, em Cruz das Almas, BA; IAPAR, em Londrina, PR; UFV, em Vigosa, MG, ¢
Embrapa Cerrados, em Planaltina, DF (FALEIRO & SOUSA, 2005).

Desde 1995, o Brasil vem se destacando como o maior produtor mundial de
maracuja, apresentando, naquele ano, area colhida de 38.522 hectares e producdo na ordem

de 405.535 toneladas (AGRIANUAL, 2006; MELETTI, 2000). Os maiores produtores



mundiais sdo Brasil, Equador, Colémbia, Peru, Africa do Sul, Australia, Nova Zelandia,
Estados Unidos (Havai), Papua Nova Guiné, Ilhas Fiji, Formosa e Quénia que, juntos, sdo
responsaveis por 80% a 90% da produgdo total (MANICA & OLIVEIRA JR., 2005).

De acordo com estimativas da ITI Tropicals (2007), a producdo mundial de
maracuja ¢ de 640 mil toneladas e a brasileira ¢ proxima de 75% deste valor. O volume de
frutas frescas e suco exportado pelo Brasil é pequeno quando comparado com o de outras
frutas. O Equador foi o maior exportador de suco concentrado (50° Brix), exportado em
2006, em torno de 170 mil toneladas métricas (ITI Tropicals, 2007). O maracuja produzido
no Brasil tem sido exportado para paises europeus e latino americanos,embora de forma
incipiente Devido a esse cenario, em 2005 , o Ministério da Agricultura, Pecudria e
Abasteciemento estabeleceu e aprovou a Instrugdo normativa N° 3 sobre as Normas
Técnicas especificas para a producdo Integrada de Maracuja (PIF-Maracuja) com o
objetivo principal de elevar padrdes de qualidade e de competitividade da fruticultura
brasileira ao patamar de exceléncia requerido pelo mercado internacional (ANDRIGUETO
et al., 2005).

Nesse contexto, explorar a diversidade do germoplasma brasileiro de
maracujazeiro-doce visando o desenvolvimento de cultivares produtivas e resistentes a
doencas ¢ de fundamental importancia para elevar a competitividade da passicultura doce

do Brasil.



2.2.Género Passiflora

O género Passiflora € o mais importante da familia Passifloraceae, apresentando
maior importancia econdmica de espécies. O centro de distribuicdo geografica do género
localiza-se no Centro-Norte do Brasil (LOPES, 1991). As espécies da familia
passifloraceae t€m origem em regides tropicais, sendo que o nimero de espécies da familia
¢ muito discutida na literatura.. ESCOBAR (1988) considerou que a familia teria pouco
menos de 600 espécies, BERNACCI et al. (2003) consideraram 530 espécies. Segundo
SOUZA & MELLETI. (1997), ha mais de 580 espécies, a maioria oriundas da América
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) listam 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 ¢ formada por 630 espécies dentro de
18 géneros. BERNACCI et al.(2003) consideram 530 espécies e 19 géneros.

Muitas das espécies do género Passiflora sdo cultivadas pelas propriedades
alimenticias, ornamentais ¢ medicinais, mas principalmente pela qualidade de seus frutos
(SOUZA E MELLETI, 1997; TOCCHINI et al., 1994). Os frutos, além de consumidos in
natura, sao usados para fazer sucos, doces, refrescos, sorvetes, etc. O valor ornamental ¢
conferido pelas belas flores que a planta produz, que exercem atracdo pelo seu tamanho,
pela exuberancia de suas cores e pela originalidade de suas formas (PEIXOTO, 2005). O
uso medicinal, bastante difundido, baseia-se nas propriedades calmantes, sendo um
sedativo natural encontrado nos frutos e nas folhas (SOUZA & MELLETIL1997), nas
propriedades como vermifugo e febrifugo e também nos efeitos diuréticos,
antiblenorragicos, hipnéticos entre outros (OLIVEIRA, 1987; COSTA & TUPINAMBA,
2005).

Viarios autores, entre eles BERNACCI et al. (2005) e FERREIRA & OLIVEIRA
(1991), relatam a grande variabilidade genética a ser explorada dentro do género
Fassiflora. FERREIRA (1998) e CASTELLEN et al. (2005) destacam que grande parte
dessa variabilidade est4 dispersa no territorio brasileiro, o que coloca o pais entre um dos
principais centros de diversidade genética desse género. Nesse contexto, programas de
conservagdo, caracterizacdo e uso de germoplasma de maracujazeiro sdo de extrema
importancia, visando ampliar a base genética do maracujazeiro-doce e do amarelo e

explorar o potencial ornamental € medicinal dessas espécies.



2.3 Passiflora alata Curtis

O maracuja-doce (Passiflora alata Curtis) ¢ uma espécie de ocorréncia bastante
generalizada no Brasil, onde ¢ também conhecido vulgarmente como maracuja-grande,
maracuja-de-refresco, maracuja-guagu, maracuja-alado e maracuja-de-comer (INGLEZ DE
SOUZA & MELETTI, 1997). E cultivado no Brasil pela sua elevada cotagdo no mercado
de frutas frescas, pois a polpa € muito saborosa e doce. A planta ¢ utilizada também como
ornamental, pelas suas flores grandes e vistosas, além de sua utilizacio como planta
medicinal (VASCONCELOS & CEREDA 1994; OLIVEIRA et al.,1994).

Segundo ROSSINI (1977), o maracuja-doce pertence ao subgénero Granadilla,
série Quadrangulares e tem como seu classificador Dryander, mas BERNACCI et al.

(2002) atribuem a W. Curtis (Bot. Mag. 2: pl. 66. 1788) a classificacdo dessa espécie.

E uma planta escandente, glabra, caule quadrangular de arestas aladas, gavinhas
axilares robustas, estipulas lanceoladas, peciolos com 2 a 4 glandulas e folhas ovaladas
inteiras (7 a 15 cm de comprimento ¢ 5 a 10 cm de largura). Os botdes florais sdo pilosos e
as flores sdo grandes (10 a 12 cm de didmetro), com sépalas e pétalas carmim na face

adaxial e corona com filamentos bandeados de branco e de roxo (BRAGA et al., 2005).

O maracuja-doce € uma espécie polimorfa, apresentando nos frutos variagcdes no
formato, peso, coloragdo da casca, teor de suco, nimero de sementes e qualidades
degustativas (OLIVEIRA et al.,1982). Trata-se de uma espécie alégama, com nimero de
cromossomos 2n=18 (SOARES-SCOTT et al., 2002).

A flor ¢ hermafrodita, homoclamidea pentamera. Cada flor apresenta uma Unica
antese, sendo que, na Regido Sudeste, ¢ necessario 1 hora para a antese completa, iniciando
a partir das 4 horas da manha. O fechamento da flor ocorre por volta das 19h. A curvatura
do estilete demora em média 113 minutos para ser completada, sendo que nem todas as
flores apresentam curvatura completa. Em média, numa planta, 62% das flores apresentam
curvatura completa (TC), 30% apresentam curvatura parcial (PC) e 8% apresentam-se sem
curvatura (SC). As flores TC apresentaram 73% de pegamento de frutos, as PC, 44%, e as
SC ndo apresentaram nenhum fruto. Entretanto, o indice de curvatura pode variar conforme
o individuo avaliado sendo um fator de interesse para programas de melhoramento
(VASCONCELLOS & CEREDA, 1994).

Na Regido Sudeste, o florescimento ocorre durante todo o ano, apresentando picos

de abundancia no verdo e picos de escassez no inverno (VASCONCELLOS & CEREDA,



1994). Os estames, em numero de cinco, sdo unidos pela base, inseridos no topo do
androginoforo, junto a insercdo do ovario. Os trés estiletes iniciam do centro superior do
ovario. O ovario ¢ supero e unilocular com trés placentas parietais (CERVI, 1997). O
androgindforo apresenta altura em torno de 1,2 cm indicando que o polinizador natural
deva ter um térax com altura superior a 1 cm, sendo o principal polinizador,
provavelmente, as espécies de abelhas do género Xylocopa, comumente denominadas
como mamangavas. Depois da polinizagdo, os estigmas precisam permanecer sem umidade
excessiva, durante pelo menos 2 horas, para que haja fecundagdo. Nao ocorre
autopolinizacdo natural nem compatibilidade na mesma flor ou flores diferentes de uma
mesma planta, indicando ser uma espécie autocompativeis. Mesmo entre plantas, podem
existir diferencas de incompatibilidade quando doadora ou receptora de pdlen
(VASCONCELLOS & CEREDA, 1994; VASCONCELLOS et al., 1994).

O tempo necessario entre a fecundag@o e a colheita dos frutos varia de 71 e 96 dias,
sendo a variacdo inversamente proporcional a temperatura e radiacdo solar médias.
Também podera haver essa variagdo entre individuos e entre frutos com menor ou maior

exposicao ao sol (VASCONCELLOS & CEREDA, 1994).

Os frutos sdo ovoides, de coloragdo amarela a laranja quando maduros, com grande
variacdo no formato e tamanho. As sementes sdo cordadas e faveoladas, em geral de 7 a 8
mm de comprimento (VANDERPLANK, 1996; CERVI, 1997). O arilo ¢ sulcoso de

coloracdo bege e de sabor doce, com baixa acidez.

O numero de sementes e, conseqlientemente, o tamanho e a quantidade de polpa no
fruto depende do nimero de pdlens viaveis aderidos ao estigma. Segundo KAVATI &
PIZA JUNIOR, (2002) um fruto pode render de 150 a 300 sementes. Dessa forma, a
polinizagdo artificial pode ser utilizada, visando a produtividade e ao tamanho dos frutos e
ao aumento do numero de sementes. Além disso, aumenta também o niumero de pegamento
de frutos, j4 que muitas vezes, o nimero de mamangavas, inseto polinizador, do local pode
ndo ser suficiente para polinizar todas as flores.

Na Regido do Cerrado, o porcentual de pegamento de frutos ¢ de aproximadamente
66% das flores polinizadas artificialmente. Da polinizagdo da flor a colheita do fruto,
podem decorrer em torno de 69 dias durante o periodo primavera/verdo ou 86 dias para o
periodo outono/inverno (VERAS, 1997).

A propaga¢do do maracujazeiro pode ser feita por meio de sementes (MELETTI et

al., 2002; BRAGA & JUQUEIRA, 2003) e por clonagem, por meio da estaquia



(SALOMADO et al., 2002), enxertia e cultura de tecidos (MANICA, 2005).

A propagagdo em escala comercial do maracujazeiro € realizada principalmente por
via sexuada. Devido as caracteristicas inerentes a propagagao por sementes, considerando a
caréncia de hibridos ou variedades selecionadas para maior uniformidade, a maioria dos
pomares de maracujazeiro ¢ desuniforme em termos de producdo e qualidade dos frutos
obtidos, 0 que contribui para a baixa produtividade nacional, de 10 t ha™ ano™ (ALMEIDA
et al., 1991). Dessa forma, plantas-matrizes com caracteristicas desejaveis, como elevada
produtividade e frutos com teores elevados de suco e de solidos soluveis, podem ser
reproduzidas por meio da propagacdo vegetativa, aumentando sensivelmente a
produtividade dos pomares e conferindo maior uniformidade as caracteristicas das plantas
e dos frutos. No Brasil, esse método de propagac¢do ndo ¢ utilizado em escala comercial, ao
contrario do que ocorre na Africa do Sul, onde o principal método de propagacdo é a
enxertia (GRECH & RIJKENBERG, 1991). Além da enxertia, outro tipo de propagacdo
vegetativa que pode ser utilizado comercialmente € a estaquia, cuja principal vantagem em
relacdo a enxertia é o menor requerimento de mao-de-obra. Por esse método, € possivel a
clonagem tanto de variedades-copa como de porta-enxertos com caracteristicas
agrondmicas superiores.

A clonagem ¢ um sistema importante de propaga¢do, principalmente, quando se
encontram individuos superiores para as caracteristicas que determinado programa de
melhoramento deseja. Como sdo individuos de alta heterozigose, a clonagem mantera suas
caracteristicas nas descendéncias geradas, o que ¢ importante na manutencido de matrizes,
colegdes de trabalhos e bancos de germoplasma, com grande potencial para utilizagdo na
propagagdo comercial de cultivares (BRAGA et al., 2005). A cultura de tecidos vegetais,
também assume um papel importante, pois além de poder proporcionar a clonagem de
individuos e sua produ¢do em biofabricas, pode contribuir para a recombinagdo genética
pela fusdo de protoplastos e da transformagao ( BRAGA et al., 2005).

Portanto a incorporagdo, quer por melhoramento genético, quer por transgenia de
carateres interessantes, como resisténcia a doengas no maracujazeiro-doce ¢ uma estratégia

para promover o produto comercialmente.



2.4. Doencas do maracujazeiro

Nas ultimas décadas, a area cultivada com maracuja aumentou consideravelmente
no Pais, sem que os cuidados técnicos necessarios, como tratos culturais adequados e uso
de variedades melhoradas fossem devidamente observados. Tal aumento tem propiciado o
aumento de problemas fitossanitarios a ponto de reduzir a explora¢do econdmica da
cultura, até mesmo inviabilizar o cultivo em determinadas regides. A cultura do
maracujazeiro ¢ afetada por vérias doengas causadas por diversos microrganismos entre
fungos, bactérias, virus e fitoplasmas, que causam sérios problemas para a cultura
(SOUSA, 2005).

As doencas que estdo causando grandes prejuizos na producdo do maracujazeiro, de
importancia nacional, sdo a verrugose ou cladosporiose (Cladosporium herbarum Link.), a
antracnose (Colletotrichum gloeosporioides Penz.) e a murcha causada pela septoriose
(Septoria passiflora Lown.), de origem fungicas, e a bacteriose causada por Xanthomonas
axonopodis pv. passiflorae, além da principal virose do endurecimento do fruto, causado
por duas espécies de virus, Passionfruit woodiness virus — PWV e Cowpea aphid-borne
mosaic virus — CABMV( ZERBINE et al., 2005). Devido aos grandes prejuizos que
causam, a bacteriose e a virose do endurecimento dos frutos tém sido consideradas doengas

de grande relevancia para a cultura do maracujazeiro.

2.4.1.Bacteriose

A bactéria Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae ¢ a que causa grandes
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, ¢ gram negativa e monoétrica, ou seja, possui um unico flagelo, cuja
finalidade ¢ o de locomog¢do em meios aquosos, facilitando sua disseminag@o por toda a
planta, tanto de forma epifita quanto sist€émica. Forma col6nias amareladas em meio de
cultura, sendo esta coloragao conferida pela substancia xanthomonadina (GONCALVES &
ROSATO, 2000).

Segundo PIO-RIBEIRO & MARIANO (1997), os sintomas iniciais nas folhas,
principalmente as mais internas, sdo lesdes pequenas, encharcadas, oleosas, translicidas,
freqlientemente localizadas préximas as nervuras, com halos visiveis, podendo ocorrer o

enegrecimento vascular a partir dos bordos. 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 de didmetro, podendo coalescer em grandes areas necrosadas e
causando seca total da folha. Ja nos frutos, os sintomas sdo lesdes pardas ou esverdeadas,
oleosas, circulares ou irregulares, com margens bem definidas, podendo coalescer. Sao
geralmente superficiais, mas podem atingir as sementes, inutilizando o fruto para o
consumo.

A partir das lesdes foliares, a infec¢@o 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).

Segundo JUNQUEIRA et al. (2003), esta doenga, uma vez instalada no pomar,
torna-se de dificil controle, sendo requeridas medidas como tratos culturais, controle
quimico e genético. Utilizando-se essas trés medidas de controle tem-se obtido resultados
satisfatorios para o maracujazeiro-amarelo cultivado no Cerrado, porém ndo para o
maracujazeiro-doce. Os mesmos autores observaram que a bactéria pode sobreviver em
restos culturais em condi¢des de Cerrado, ela pode ser observada de forma endémica em
varias espécies de Passifloras nativas, entre elas P.alata, P. cincinnata e P. amethystina.

A Dbactéria X. axonopodis pv. passiflorae pode sobreviver em sementes
(VILLANOVA et al., 2007) e material vegetativo infectados, sendo estes veiculos para sua
disseminac¢do. Entre as condi¢gdes favoraveis estdo ambientes chuvosos com alta umidade e
temperatura em torno de 35°C.

TORRES et al. (1993), com vistas ao controle da bacteriose causada por
Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae, realizaram experimentos com fungicidas, em
dois intervalos de aplicagdo, cujos resultados mostraram que Oxicloreto de cobre a 30% e a
50% e Oxicloreto de Cobre + Maneb + Zineb, quando aplicados quinzenalmente, foram os
mais eficientes, apresentando os melhores indices de controle e maiores volumes de
produgcdo. Em contrapartida, nas aplicacdes mensais, ndo ocorreram diferengas
significativas entre os fungicidas testados e a testemunha. J4 em outro experimento, em
que se avaliou a influéncia da poda associada ao controle quimico em um plantio de
maracuja onde a doenga se encontrava largamente difundida, concluiram que a mesma

nada acrescentou ao controle, sendo uma pratica contraproducente.

Outras medidas de controle podem ser adotadas, devendo-se evitar a instalagdo dos

pomares proximo a plantios contaminados; realizar adubag¢des equilibradas, tendo em vista
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que os macro € 0s micronutrientes exercem papel importante na manifestagio da
resisténcia ou suscetibilidade aos agentes causais de doengas; implantar barreiras vivas
como quebra-vento para diminuir ferimentos e a entrada da bactéria; realizar higienizagao
das maos e desinfec¢cdo de implementos como canivete e tesoura de poda com hipoclorito

de sodio.

2.4.2.Virose do Endurecimento dos Frutos

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

Ha relatos de pelo menos nove espécies de virus vem infectando o maracujazeiro
em condigdes naturais, dos quais, cinco foram relatados no Brasil: o virus do
endurecimento dos frutos do maracujazeiro (Passion fruit woodiness potyvirus— PWV), o
virus do mosaico do pepino (Cucumber mosaic cucumovirus — CMV); o virus do mosaico
amarelo do maracujazeiro (Passion fruit yellow mosaic tymovirus - PEFYMV); o virus do
mosaico do maracuja-roxo (Purple Granadilla mosaic virus — GMV) e o virus do
enfezamento do maracujazeiro (Passion fruit vein-clearing rhabdovirus — PFVCV
(ANJOS et al.,2001).

O primeiro relato da virose do endurecimento dos frutos do maracujazeiro foi feito
na Australia ha mais de cem anos (COBB, 1901). Tanto o (PWV) quanto o (CABMYV) da
familia Potyviridae, do género Potyvirus sendo ambos descritos como agentes causadores
do endurecimento dos frutos. SHUKLA & WARD (1988) determinaram a seqiiéncia de
aminodcidos da proteina capsidial (CP) de trés isolados de PWV provenientes da Australia.
BRAND et al. (1993) clonaram e seqiienciaram o gene da proteina capsidial de uma estirpe
de PWV da Africa do Sul e, ao compara-la com a seqiiéncia de estirpes de PWV da
Austrdlia, concluiram que se tratava de uma nova espécie viral, por eles denominada South
African Passiflora virus (SAPV). Essa denominagdo ndo foi aceita pelo Comité
Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV), uma vez que o SAPV apresentava alta
identidade na seqiiéncia de sua proteina capsidial com isolados de CABMV (MCKERN et

al., 1994). Estudos adicionais identificaram o SAPV como uma estirpe do Cowpea aphid-
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borne mosaic virus (CABMV) (SITHOLE-NIANG et al, 1996). Assim, o ICTV
reclassificou-o como da 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).

No Brasil, o endurecimento dos frutos ja foi relatado nos principais Estados
produtores de maracuj4, incluindo Bahia (CHAGAS et al., 1981), Ceara (LIMA et al,,
1985; BEZERRA et al., 1995), Minas Gerais (COSTA, 1996) ¢ Sao Paulo (CHAGAS et
al., 1992). Em todos os casos, o PWV foi identificado como agente etioldégico da doenga,
com base em caracteristicas bioldgicas e sorologicas. Entretanto, estudos realizados por
BRAZ et al. (1998) ¢ SANTANA et al. (1999), baseados em andlise comparativa da
seqiiéncia de aminoacidos da CP de diversos isolados brasileiros de potyvirus causadores
de endurecimento dos frutos do maracujazeiro, previamente identificados como PWV,
apontaram alta identidade das seqiiéncias 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 ¢ constituido por um RNA de fita
simples, sentido positivo, com aproximadamente 10.000 nucleotideos (VAN
REGENMORTEL et al., 2000).

Nas plantas afetadas sd@o 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 Ceara, determinaram
suas caracteristicas sorologicas, propriedades fisicas “in vitro”, peso molecular da proteina
capsidial, transmissibilidade pelo vetor afidio, sintomatologia e gama de hospedeiros,
graus de severidade dos sintomas em condi¢des de campo,e identificaram-no como uma
estirpe do PWV capaz de induzir sintomas de mosaico em maracuja 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 reduz significativamente a area foliar e o peso da parte
aérea e do sistema radicular da planta. Como a produ¢do do maracujazeiro esta diretamente
relacionada ao enfolhamento da planta, os efeitos sdo drésticos. Quanto mais cedo a planta
¢ infectada, maior o efeito negativo. O virus causa danos quantitativos e qualitativos a

producdo, reduzindo niimero, peso e valor comercial dos frutos (GIORIA, 1999).
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Os sintomas nos frutos infectados sdo reducdo do tamanho, deformagdo e
endurecimento o que torna o fruto invidvel para o comércio, além de mosaico e distor¢ao
foliar. O virus ¢ facilmente transmissivel mecanicamente e por afideos, de maneira nao
persistente (KITAJIMA et al, 1986). A sua transmissdo ndo se da por sementes
(VILLANOVA et al., 2007), porém podendo haver transmiss@o mecéanica ( KITAJIMA et
al. 1986). A transmissdo pelo afidio 4. gossypii ocorre no momento das picadas de prova
do inseto, o que caracteriza a relag@o virus-vetor como sendo do tipo ndo-persistente e ndo
circulativa. Outras espécies relatadas como vetoras do PWV no Brasil sdo 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 disseminag¢do do virus em
areas onde ele ndo ocorre. Ha pesquisadores empenhados em desenvolver métodos de
controle por meio de resisténcia ou tolerancia e pré-imunizagdo com estirpes fracas
(KITAJIMA et al, 1986), de forma que as estirpes fracas que ndo afetem o
desenvolvimento das plantas, a producdo e a qualidade dos frutos, poderdo vir a ser uteis
no controle por pré-imunizacdo (REZENDE, 1994). Plantas transgénicas de maracujazeiro
com resisténcia o CABMYV, apresentam potencial para o controle adequado da virose do

endurecimento dos frutos (ALFENAS et al.,2005).

2.5.Quantificaciio de doencas de plantas

A quantificagdo de doencgas ¢ considerada uma das fases mais importantes no
manejo de plantas (KRANZ, 1998), sendo necessdrio tanto para estudos de medida de
controle e de caracterizagdo de resisténcia varietal como para estudos epidemioldgicos e
estimativas de danos por ela provocados (AMORIM, 1995; BERGAMIN FILHO &
AMORIM, 1996).

A incidéncia € a porcentagem (freqiiéncia) de plantas doentes em uma amostra ou
populagdo (AMORIM, 1995). Apresenta como vantagens, a facilidade e rapidez de
execugdo, a reprodutibilidade dos resultados obtidos e o fato de ser um parametro
satisfatdrio na fase inicial da epidemia. Como desvantagem apresenta pouca precisdo para
doengas foliares, mostrando uma correlagdo duvidosa com a severidade em fases

avancadas da epidemia (MORAES, 2007).
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A severidade (porcentagem de area ou volume de tecido da planta coberto por
sintomas) ¢ a variavel mais utilizada para quantificar doengas foliares (BERGAMIN
FILHO & AMORM 1996). A severidade da doenca ¢ geralmente avaliada visualmente o
que faz com que sejam geradas estimativas subjetivas. Para auxiliar o avaliador a
minimizar a subjetividade de cada avaliagdo, escalas diagramaticas sdo ferramentas
bastante uteis.

A avaliagdo da severidade da mancha bacteriana em maracujazeiro tem sido feita
com escalas de notas (KURODA, 1981; WENDLAND et al., 1997; BERIAM et al., 2000),
a maioria de natureza qualitativa e de pouca precisdo, que faz com que sejam produzidos
resultados variaveis quando diferentes avaliadores utilizam.

A avaliacdo da virose do endurecimento dos frutos também tem sido feita por
escalas de notas (NOVAES &REZENDE, 1999). Outras possibilidades na avaliacdo da
virose do endurecimento dos fruto, ¢ a quantificacdo de particulas virais por métodos
indiretos como Elisa ou PCR. O uso da incidéncia acoplada com quantificagdo de danos e
da densidade do patdégeno pode ser bem eficiente na discriminagdo de genotipos

.( LARANJEIRA et al, 2005).

2.6.Resisténcia de espécies silvestres de maracujazeiro a doencas e pragas

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

OLIVEIRA & RUGIEIRO (1998) citam as espécies P. giberti, P. maliformis, 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 ¢ P. alata a
verrugose.

LEITE JR. (2002) relatam P. cincinata, P. molissima e P. foetida como resistentes a
bacteriose, P. maliformis como altamente resistente e P. alata e P. quadrangulares como

altamente suscetiveis a bactriose. Tais fatos indicam haver variabilidade no germoplasma

14



de Passiflora spp., o que possibilita a obtencdo de materiais comerciais de maracujazeiro
com resisténcia a doengas.

No Distrito Federal, o uso de espécies selvagens como fonte de resisténcia as
plantas de P. coccinea e de seu hibrido F1, com P. edulis f. flavicarpa comercial ndo
exibiram sintomas, mas os hibridos (RC1, RC2 e RC3) do genitor P. edulis f. flavicarpa
foram altamente suscetiveis a bacteriose como as plantas de P. caerulea , P. giberti, P.
mucronata, P. actinia e de alguns acessos de P. nitida e P. laurifolia também nao
mostraram sintomas. Por outro lado, P. amethystina, P. cincinata, P. quadrangulares e P.
alata selvagens mostraram-se altamente susceptiveis para os isolados da regido
(JUNQUEIRA et al., 2005b).

WENDLAND (1997), avaliando diferentes acessos de maracujazeiro azedo
quanto a resisténcia a Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae, verificou diversos graus
de resisténcia dentro da espécie. No entanto, entre plantas de uma mesma cultivar, hé
individuos que ndo mostraram sintomas da doenga, mas suas sementes t€ém gerado somente
plantas susceptiveis, possivelmente devido ao cruzamento com plantas suscetiveis de
outras cultivares. Algumas dessa plantas foram clonadas e multiplicadas por estaquia e
continuam mantendo o nivel de resisténcia. Resultados similares foram obtidos por
FRANCO et al. ( 2002).

Com relacdo a virose do endurecimento dos frutos, ndo ha relatos de fontes de
imunidade em plantas do género Passiflora, embora diferentes niveis de resisténcia tenham
sido verificados mesmo dentro da espécie P. edulis f. flavicarpa (LEAO, 2001).

Outras doencas como a fusariose ou murcha (Fusarium oxysporum f.sp.
passiflorae), podriddo-do-pé causada por (Fusarium solani) e antracnose causada por
(Colletotrichum gloeosporioides) também vém provocando perdas expressivas, porém nao
sdo limitantes a passicultura (JUNQUEIRA et al., 2004).

Existem perspectivas de controle dessas doengas causadas por patéogenos do solo
com o uso de enxertia em porta-enxertos resistente de Passiflora alata ou de outras
espécies como P. setacea, hibridos F1 de P. setacea x P. edulis, P. setacea x P. coccinea,
P. nitida, P. coccinea ¢ outras (JUNQUEIRA et al., 2004). YAMASHIRO &
LANDGRAFF (1979) verificaram a resisténcia das espécies P. alata, P. macrocarpa e P.
quadrangularis a fusariose e recomendam as mesmas como porta-enxerto para
maracujazeiro azedo.

OLIVEIRA & RUGGIERO (1998) observaram que as espécies P. alata, P. nitida,

P. macrocarpa, P. setacea, P. gibertii, P. laurifolia e P. suberosa, cultivadas em
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Jaboticabal, em local com histérico de ocorréncia de doengas do sistema radicular,
apresentaram alta freqii€ncia de plantas resistentes. Os autores citam estas espécies como
potenciais fontes de resisténcia a doencgas em porta-enxerto do maracuja azedo ou uso em
programas de melhoramento genético. Estes mesmos autores citam as espécies P. gibertii,
P. maliformis, 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.
gibertii e P. alata a verrugose.

OLIVEIRA et al. (1994a), analisando o comportamento de varias espécies de
maracujazeiro em relagdo a morte prematura, verificaram que Passiflora. alata, P. nitida,
P. laurifolia e alguns acessos de P. suberosa, P. caerulea, P. gibertii e P setacea
mostraram-se resistentes a doenga. JOSE et al. (1996), apds estudarem trés espécies de
maracuja quanto a morte prematura, concluiram que P. alata apresentou maior tolerancia.
Estudos realizados por FISCHER (2003) mostraram que as espécies P. alata, P. nitida e P.
laurifolia apresentaram as menores médias de lesdes provocadas por Nectria
haematococca, um dos provaveis causadores da morte prematura do maracujazeiro.

OLIVEIRA et al. (1994b) observaram que a inoculagdo de Colletotrichum
gloeosporioides Penz. em folhas destacadas ou em mudas, em condi¢gdes controladas, foi
efetiva apenas quando se realizou ferimento no limbo foliar. Os mesmos autores relataram
que P. nitida mostrou-se imune ao fungo, P. edulis f. flavicarpa, P. gibertii, P. cincinnata,
P. mollisima, P. caerulea, P. setacea, P. serrato-digitata, P. coccinea, P. edulis x P.
setacea, P. edulis x P. alata mostraram-se suscetiveis, enquanto P. edulis acesso “Serra do
Mar, Santos, SP”’ apresentou maior tolerancia inicial.

Algumas espécies de maracuja podem interferir no comportamento ou
desenvolvimento do insetos praga, sendo essas informagdes uteis em programas de
melhoramento de plantas para a obten¢do de variedades promissoras, com caracteristicas
agrondmicas adequadas e resisténcia a pragas, além da resisténcia a doengas. Segundo
estudo realizado por LARA et al. (1999), citados por FANCELLI & LIMA (2004),
Fassiflora nitida, P. alata, P. setacea e o hibrido P. alata x P. macrocarpa apresentam
resisténcia do tipo ndo-preferéncia para alimentacdo a Dione juno juno. Trabalhos
realizados por CAETANO & BOICA JUNIOR (2000), citados por FANCELLI & LIMA
(2004), mostraram que, com relagdo a Leptoglossus gonagra, P. nitida apresentou o mais
alto grau de antibiose dentre os hospedeiros avaliados (P. nitida, P. edulis f. flavicarpa, P.

alata, P. laurifolia e P. gibertii).
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BALDIN & LARA (2002) e BOICA JUNIOR et al. (1996) avaliaram a preferéncia
alimentar de Epicauta atomaria por genotipos de maracujazeiro, em condigdes de
laboratério. O trabalho de BOICA JUNIOR et al. (1996) permitiu a conclusdo de que o
genoétipo preferido para a alimentacdo pelo inseto foi Passiflora caerulea, enquanto os
menos preferidos foram P. setacea, P. nitida, P. alata, P. cincinnata, P. coccinea, P.
edulis, P. alata x P. macrocarpa e P. edulis x P. alata. BALDIN & LARA (2002)
concluiram que a espécie P. sefacea é a mais suscetivel ao ataque da praga, enquanto P.
nitida e P. gibertii sdo resistentes, expressando nio preferéncia para a alimentagao.

BOICA JUNIOR (1994), avaliando a infestacdo de maracujazeiro com Dione juno
juno em condi¢des de campo, constatou que os gendtipos menos afetados pelo inseto foram
P. alata P. nitida , P. setacea, P. coccinea, P. edulis x P. setacea ¢ P. alata x P.
macrocarpa.

BALDIN et al. (1997), avaliando o consumo e a atratividade do percevejo Holymenia
clavigera por P. alata,P. nitida, P. edulis, P. coccinea e P. gibertii, verificaram que P.
edulis foi o mais atrativo e, quanto ao nimero total de picadas no teste de consumo, P.
alata apresentou maiores médias.

Existe, portanto, grande diversidade genética entre as diferentes espécies de
passiflora quanto a resisténcia a pragas e doencgas a ser explorada por programas de

melhoramento de maracujazeiro.

2.7.Melhoramento Genético do maracujazeiro
2.7.1.Variabilidade genética no género Passiflora

A semelhanca das demais culturas de interesse econdmico, os principais
procedimentos em um programa de melhoramento do maracujazeiro sdo: caracterizacdo e
avaliacdo de germoplasma (silvestre e cultivado); estudo da heranca dos principais
caracteres agrondmicos; melhoramento intra e interpopulacional e sele¢do de genitores
para hibridacdo. Além das caracteristicas citadas, o programa de melhoramento do
maracujazeiro possui algumas particularidades no que diz respeito a auto-
incompatibilidade, com implicagdes ndo somente nos procedimentos de melhoramento,
como também na recomendagdo de cultivares, se clonal ou seminal, na multiplica¢do e
conservagdo dos genotipos-elite, especialmente, quando sdo via seminal (PEREIRA et al.,
2005).

O maracujazeiro apresenta grande variabilidade genética natural para as diversas

caracteristicas da planta e do fruto. A caracterizagdo e a avaliagdo das espécies de interesse
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sdo ferramentas indispensaveis aos trabalhos de fitomelhoramento. Devido ao fato do
maracuja ser uma planta aldgama, varios sdo os métodos de melhoramento aplicados a essa
cultura. Métodos de melhoramento de plantas aldégamas baseiam-se, principalmente, no
aumento da freqiiéncia de genes favoraveis ou na exploragdo do vigor hibrido (MELETTI
& BRUCKNER, 2001).

Os principais métodos de melhoramento genético utilizados em Passiflora sdo
introducdo de plantas, selecdo massal, hibridag@o sexual interespecifica, hibridagdo sexual
intervarietal e a seleg¢@o por teste de progénies (BRUCKNER & OTONI, 1999). MELETTI
et al. (2000) e NASCIMENTO et al. (2003) trabalhando com sele¢do massal em P. edulis
f. flavicarpa, tém logrado éxito em selecionar progénies promissoras, resultando inclusive
no lancamento de cultivares comerciais.

A utilizacdo da variabilidade genética existente nas populagdes de maracujazeiro
permite a identificacdo de genotipos superiores para os fins especificos. No entanto,
MELETTI (2002) chama a atengdo para o fato de que a sele¢do visando apenas
determinadas caracteristicas pode induzir a perdas de outras também importantes para a
cultura, como a resisténcia a determinadas doengas.

Grande variabilidade genética também ¢é observada dentro da mesma espécie.
Diferencas na morfologia dos frutos como comprimento, didmetro, pesos da polpa,
semente, casca, do proprio fruto, espessura da casca e °Brix sdo comuns, a exemplo das
verificadas por FERREIRA et al. (1976) em P. edulis f. flavicarpa e por MELETTI et al.
(2003) e MARTINS et al. (2003) em P. alata.

MARTINS et al. (2003) avaliaram, em cinco populagdes de P. alata obtidas por
selecdo massal, as caracteristicas de numero de frutos por planta, massa do fruto, nimero
de sementes por fruto, espessura da casca e rendimento de polpa. Os autores verificaram
alta variabilidade nessas caracteristicas, exceto para espessura da casca e rendimento de
polpa. Portanto, sdo para essas caracteristicas de alta variabilidade que se t€ém as melhores
possibilidades de obteng¢do de plantas superiores via melhoramento genético.

JUNG (2003), trabalhando com P. alata, utilizando o esquema de cruzamento
dialélico parcial, envolvendo gera¢des F1 e genitores, verificou predominancia de
variabilidade para efeitos génicos aditivos, conseguindo selecionar trés genitores
promissores.

JUNQUEIRA et al. (2005a) avaliaram dez procedéncias de P. alata e as
classificaram em funcdo do formato dos frutos em dez categorias denominando-as de A a

J. Para cada procedéncia, encontraram diferencas significativas nas caracteristicas do fruto
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relacionadas ao pesco¢o, comprimento, didmetro, brix e acidez, além de diferentes
matrizes de coloracdo da casca, entre amarelo e laranja. J& para rendimento de polpa,
percentual de casca e de sementes, ndo houve diferencas significativas entres as
procedéncias avaliadas.

A selecdo com teste de progénies de irmaos completos ou de meios-irmaos obtidos
a partir de cruzamentos inter e intraespecificos pode ser eficiente no processo de selecdo do
maracujazeiro, uma vez que apenas um fruto pode gerar mais de 100 individuos
geneticamente heterogéneos.

JUNQUEIRA et al. (2006b) propdem que a propagacdo das matrizes selecionadas
teria que ser feita por métodos assexuados (enxertia ou estaquia), o que permitiria
reproduzir caracteristicas agrondmicas desejaveis e aumentar a homogeneidade dos frutos,
por outro lado aumentaria a chance de dissemina¢do do virus do endurecimento do fruto e
da bacteriose, presentes nos materiais propagativos contaminados.

Espécies silvestres de maracujd nativas e espontaneas no Centro-Norte brasileiro
sdo alternativas para a ampliagdo 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 baseado 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 adaptag@o e suscetibilidade as doencgas de parte aérea (OLIVEIRA & RUGGIERO,
1998).Na Embrapa Cerrados, método de retrocruzamento tem sido utilizado para
incorporagdo de genes de resisténcia em variedades comerciais (JUNQUEIRA et al.,2005b,
FONSCECA, K.G. da, 2008).

COPPENS D'EECKENBRUGGE (2005) cita varios autores que conseguiram
sucesso no cruzamento de P. alata com outras passifloras, o que amplia ainda mais as
possibilidades de uso do P. alata nos programas de melhoramento genético. JUNQUEIRA
et al. (2005a) também relatam a obtencdo de hibridos interespecificos de P. alata com
outras passifloras. Cruzamentos de P. alata e P. edulis f. flavicarpa comercial produziram
na geracdo F1 plantas pouco produtivas, com folha e flores similares as de Passiflora
alata, porém com frutos arredondados, muito acidos € com casca grossa, portanto sem
valor comercial (JUNQUEIRA et al.,2005a).

SOUZA et al. (2006) avaliaram o indice de cruzabilidade entre espécies de

Passiflora nas condi¢des do Cerrado, e verificaram que pode-se obter frutos com sementes
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férteis entre P.alata com: P. setacea; P. mucronata (acesso CPAC MJ 10-03); P.galbana
(acesso CPAC MJ 06-01) X, P.quadrangulares (acesso CPAC MJ 07-02)..

A espécie P. laurifolia apresenta resisténcia a bacteriose e a podridao do pé, alem
de ter casca fina ¢ bom rendimento em polpa. Nas condi¢cdes de Cerrado, esta espécie
floresce no mesmo horario e época de Passiflora alata, possibilitando cruzamentos
artificiais entre essas duas espécies, apresentando, no entanto, frutos pequenos na geracio
F1(JUNQUEIRA et al., 2005b).

Nesse contexto, os programas de melhoramento do maracujazeiro, enfrentam
enormes desafios, e ainda 4 muito o que fazer. Assim sendo ¢ preciso agregar os
procedimentos cldssicos de melhoramento genético, a uma poderosa ferramenta como os

marcadores moleculares, para que se possa acelerar a busca dos resultados.

2.7.2.Marcadores moleculares e biotecnologia

Os avangos das pesquisas na area da biologia molecular, o desenvolvimento de
equipamentos cada vez mais automatizados e da bioinformatica t€ém possibilitado a
geragdo de um numero virtualmente ilimitado de marcadores, permitindo a cobertura
completa do genoma de interesse. Tais avangos vém potencializar a incorporagdo dos
marcadores moleculares nas diferentes etapas dos programas de melhoramento genético.
Tratando-se de plantas semiperenes, como € o caso do maracujazeiro, a utilizagdo desses
marcadores se reveste ainda de maior importancia (PEREIRA et al., 2005).

Os marcadores podem ser utilizados para acelerar a recuperacdo do genoma
recorrente por meio da metodologia de gendtipos graficos (YOUNG & TANKSLEY,
1989). O potencial desta metodologia foi levantado por OPENSHAW et al., (1994) e vem
sendo utilizada com sucesso no melhoramento do feijoeiro (FALEIRO et al.,2001; SOUZA
et al.,2003) e do maracujazeiro (FALEIRO et al.,2004),visando resisténcia a doenca. A
diminui¢do do tempo necessario para a recuperacdo do genoma recorrente ¢ feita reduzindo
o numero de retrocruzamentos de oito ou nove para trés ou quatro. Os marcadores
moleculares também pode ser uteis na elaboragdo de mapas genéticos visando a
identificacdo de QTL ( Quantitative trait loci) para resisténcia a bacteriose (BRAGA et al.,
2005), além de inumeras aplicagdes em programas de conservagdo e uso de recursos
genéticos (FALEIRO et.al., 2007)

Diversas técnicas de marcadores moleculares tém permitido indicar, com precisao,

as variagdes genéticas presentes no DNA de um determinado organismo. Entre os
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marcadores moleculares mais usados atualmente estio o RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA) ou polimorfismo do DNA amplificado ao acaso, o SSR (Single
Sequence Repeat) ou polimorfismo de microssatélite (pequenas seqiiéncias com um a
quatro nucleotideos de comprimento repetidas em tandem) e o AFLP (dmplified Fragment
Lenght Polymophism) ou polimorfismo de comprimento de fragmentos amplificados.

No género Passiflora, sdo varios os trabalhos realizados onde se faz uso de
marcadores moleculares. O uso de marcadores moleculares ¢ altamente vidvel, por permitir
um rapido estudo da variabilidade presente (PEREIRA et al., 2005; STEPHEN et al., 1997,
PIO VIANA et al., 2003; VIEIRA et al., 2005). Alguns autores realizaram trabalhos
referentes a diversidade genética no género Passiflora, utilizando marcadores RAPD
(ANGEL et al., 1998; CASSIANO et al., 1998; PIO VIANA et al., 2003; VIEIRA et al.,
1997, FALEIRO et al. 2004, BELLON et al. 2007, JUNQUEIRA et al. 2007).

Trabalhos envolvendo gendtipos de maracujazeiro azedo cultivados no Rio de
Janeiro, baseados em caracteristicas morfo-agrondmicas e marcadores RAPD ndo
evidenciaram expressiva variabilidade genética (PIO VIANA et al., 2002a; 2002b). Por
outro lado, espécies silvestres do género Passiflora (P. laurifolia, P. nitida, P. tenuifila,
P.mucronata, P. gibertii, P. amethystina, P. quadrangularis, P. setacea, P. coccinea, P.
caerulea, entre outras) tém apresentado, com base em estudos preliminares, variabilidade
para resisténcia as principais doengas do maracujazeiro (CUNHA et al., 2002) e também
variabilidade no DNA (AUKAR et al., 2002; CROCHEMORE, 2002; FALEIRO et al.,
2004, 2005; PIO VIANA et al., 2003).

PIO VIANA et al. (2003) avaliaram a diversidade genética entre acessos de varias
espécies do género Passiflora via RAPD e observaram que ha grande variabilidade
genética entre as espécies P. foetida, P. alata, P. gibertii, P. suberosa, P. cincinnata, P.
maliformis e P. edulis. f. edulis, sendo que as espécies P. edulis f. flavicarpa e P. gibertii
foram as mais distantes entre as espécies estudadas. P. cincinnata e P. edulis f. edulis
formaram um mesmo grupo, sugerindo que elas compartilham uma similaridade genética.

GANGA et al. (2004) avaliaram a diversidade genética entre 36 acessos de
maracujazeiro amarelo provenientes de 18 estados da federacdo utilizando marcadores
AFLP. Esses autores verificaram uma grande diversidade genética entre os acessos € uma
ndo estruturacdo geografica entre aqueles derivados de um mesmo estado ou regido.
Assim, a diversidade genética revelada por tais marcadores pode auxiliar na definicdo de
estratégias mais eficientes a serem utilizadas em programas de melhoramento de maracuja-

amarelo.
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CARNEIRO et al. (2002) construiram um dos primeiros mapas em maracuja-amarelo
usando marcadores RAPD em uma populagido de 90 individuos F; oriundos do cruzamento
entre os acessos IAPAR-06 e IAPAR-123.LOPES et al. (2003), utilizando marcadores
AFLP, construiram outro mapa usando 117 plantas oriundas dessa mesma populagdo. Em
ambos os mapas, foram encontrados nove grupos de ligacdo para cada genitor, que
corresponde aos nove pares de cromossomos da espécie. Em outro trabalho, LOPES (2003)
mapeou um QRL (“Quantitative Resistance Loci”) na posi¢do 39,57 ¢cM do grupo de
ligagdo 2, explicando 15,8% da variacdo fenotipica relacionada a resisténcia a
Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae.

MORAES (2005) gerou mapas de ligagdo em maracujazeiro-amarelo € mapeou
QTLs (“Quantitative Trait Loci”) para caracteristicas ligadas a producdo como: velocidade
de producido, produgdo total, nimero total de frutos, peso médio de fruto, comprimento e
largura média de fruto, porcentagem de polpa, teor de soélidos soluveis totais e formato
médio de frutos. O mapeamento de QTL, utilizando mapeamento por intervalo composto,
permitiu a identificagdo de varias regides associadas ao controle desses caracteres nos
mapas individuais, sendo mapeados QTL para todos os caracteres que apresentaram
variabilidade genética na populacao.

A transformagdo genética tem sido utilizada no melhoramento visando a introgressao
de genes de resisténcia a bacteriose ¢ ao PWV ou CABMV (VIEIRA & CARNEIRO,
2004). BRUCKNER & OTONI (1999) consideram que pela introgressdo de genes da capa
protéica do PWV (virus do endurecimento dos frutos), pode-se levar a obtencdo de
cultivares resistentes a essa virose. A fusdo protoplastos permitiria a hibridizacdo somatica,
principalmente, entre espécies de passifloras ndo compativeis sexualmente, ampliando
ainda mais o leque de possibilidade (BRUCKNER &. OTONI, 1999; VIEIRA &
CARNEIRO, 2004).

Tendo em vista as dificuldades inerentes ao melhoramento de frutiferas tropicais e
semiperenes, como € o caso do maracujazeiro, torna-se necessario reunir os procedimentos
classicos de melhoramento genético com a tecnologia dos marcadores de DNA, para
acelerar e aumentar a eficiéncia na geracdo de cultivares superiores e mais adaptados aos

diferentes sistemas de produ¢do (PEREIRA et al., 2005).
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CAPITULO 1

VARIABILIDADE GENETICA DE ACESSOS OBTIDOS DE POPULACAO
CULTIVADA E SILVESTRES DE MARACUJAZEIRO-DOCE COM BASE EM
MARCADORES RAPD
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VARIABILIDADE GENETICA DE ACESSOS OBTIDOS DE POPULACAO
CULTIVADA E SILVESTRES DE MARACUJAZEIRO-DOCE COM BASE EM
MARCADORES RAPD

Resumo- O maracujazeiro doce (Passiflora alata Curtis), devido a pregos diferenciados,
vem ganhando importancia dentro do mercado de frutas in natura. O melhoramento
genético ¢ fundamental para elevar a qualidade e produtividade da cultura. Os marcadores
moleculares do DNA tém sido muito Uteis por permitirem a obtencdo de um numero
praticamente ilimitado de polimorfismo genético sem influéncia do ambiente. A base do
melhoramento € a identificacdo e caracterizacdo da variabilidade genética dentro da
espécie. Objetivou-se neste trabalho estudar a variabilidade genética de 17 acessos de
maracuja doce, sendo nove obtidos de populacdo cultivada e oito silvestres, com base em
marcadores moleculares RAPD. Um acesso de P. quadrangularis e um de P. edulis foram
utilizados como outgroups. Amostras de DNA gendmico de cada acesso foram extraidas e
11 primers decameros (OPD 04, 07, 08 e16; OPE 18 e 20; OPF 01 e 14; OPG 08; OPH 12
e 16) foram utilizados para a obten¢do dos marcadores. Os marcadores obtidos foram
convertidos em uma matriz de dados binarios, a partir da qual foram estimadas as
distancias genéticas entre os acessos e realizadas andlises de agrupamento e de dispersdo
grafica. Os 11 primers decameros geraram um total de 140 marcadores RAPD, perfazendo
uma média de 12,7 marcadores por primer. Do total de marcadores, considerando-se
apenas os acessos de P. alata, observou-se 87 (62,12%) bandas polimorficas, evidenciando
a grande variabilidade intraespecifica. A andlise de agrupamento realizada com base nas
distancias genéticas, permitiu subdividir os 19 acessos em, pelo menos, sete grupos de
similaridade genética. Os acessos silvestres foram os que mais contribuiram para
ampliacdo da base genética dos materiais estudados, abrindo perspectivas para o uso destes
materiais em programas de melhoramento.

Palavras chaves: Passiflora alata Curtis., biotecnologia, melhoramento genético.
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GENETIC DIVERSITY OBTAINED FROM CULTIVATED POPULATION AND
NATIVE ACCESSES OF SWEET PASSION FRUIT BASED ON RAPD MARKERS

Abstract - Sweet passion fruit(Passiflora alata Curtis) is gaining importance in the in
natura fruit market due to differential pricing.Genetic breeding is crucial to improve crop
quality and productivity. Molecular markers of DNA have been very useful by allowing to
obtain a virtually unlimited number of genetic polymorphism without environment
influence. The breeding basis is the identification and characterization of the genetic
variability within the species. This work's objective was to study the genetic variability of
17 sweet passion fruit accesses, nine of them from a cultivated population and eight wild,
using RAPD molecular markers. One access of P. quadrangularis and onether of P. edulis
were used as outgroups. Genomic DNA samples of each one of them were extracted in 11
decamers primers (OPD 04, 07, 08 e16; OPE 18 and 20; OPF 01 and 14; OPG 08; OPH 12
and 16) were used to obtain the markers. The markers have been converted into a matrix of
binary data, used as base to estimate genetic distances between accesses and to performed
grouping and graphic dispersion analysis. The 11 decamers primers generated a total of
140 RAPD markers, making an average of 12.7 markers per primer. From the total amount
of markers, considering only P. alata accesses, it was observed 87 (62.12%) polymorphic
bands, showing great intraspecific variability. Grouping analysis based on genetic
distances allowed to subdivide 19 accesses in, at least, seven groups of genetic similarity.
The wild accesses contributed the most to the genetic basis expansion of the studied

materials, opening good prospects for their use in breeding programs.

Key words: Passiflora alata Curtis, biotechnology, genetic breeding.
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1.INTRODUCAO

O maracuja-doce (Passiflora alata Curtis), conhecido popularmente por maracuja
de refresco, maracuja de comer, maracuja-alado ou maracuja-guagu, apresenta importancia
econdmica como fruto para consumo in natura. Pode ser comercializado em embalagem
especial ou vendido em unidades nos locais de melhor poder aquisitivo do Brasil, mas
representa uma pequena parcela, quando comparado ao maracujazeiro-azedo
(JUNQUEIRA et al., 2005). A cultura apresenta potencial de cultivo econdmico aceitavel e
sua demanda vem crescendo a cada dia no mercado consumidor. As caracteristicas do
maracuja-doce quanto ao tamanho, a coloragdo externa, aroma e qualidades gustativas o
tornam bastante aceitavel pelos consumidores, sendo uma alternativa interessante para o
mercado externo.

Apesar da grande importancia econdmica do maracuja doce atual e potencial, ainda
ndo ha nenhum cultivar comercial langado no mercado com caracteristicas definidas e
garantia de origem. Os plantios comerciais tém-se limitado simplesmente ao emprego de
sementes obtidas de forma ndo controlada pelos prdoprios agricultores,sem garantia de
origem, compossiveis problemas fitossanitarios ¢ de endogamia. Espécies silvestres de
maracujazeiro apresenta ampla diversidade genética,disponibilizando grande potencial de
genes ¢ alelos de interesse para programas de melhoramento. Dentro da espécie P. alata,
espera-se grande variabilidade de alelos, em fun¢@o da sua ampla distribui¢do geografica,
com acessos encontrados em varias condi¢des ambientais ndo sé no Pais, como também no
Peru e na Argentina (BRAGA et al., 2005).

Segundo CUNHA (1998), estudos acurados e detalhados da variabilidade genética
do maracujazeiro poderdo indicar recursos genéticos valiosos, sejam novas espécies nos
sistemas de producdo como opg¢des adicionais ao maracujazeiro doce, sejam genes de
espécies silvestres uteis ao melhoramento das atuais espécies cultivadas, como P. edulis e
P. alata. Para tais estudos o uso de marcadores moleculares do DNA tém sido muito uteis
por permitirem a obten¢do de um nimero praticamente ilimitado de polimorfismo genético
sem influéncia do ambiente a detec¢do de tais polimorfismos em qualquer estadio do
desenvolvimento da planta ou a partir de cultura de células ou tecidos (FALEIRO, 2007)

Para complementar estudos de caracterizagdo morfologica e agrondmica objetivou-
se neste trabalho, realizar o estudo da variabilidade de 17 acessos de P. alata mantidos no
banco de germoplasma da Embrapa Cerrados utilizando-se marcadores moleculares RAPD

(“Random Amplified Polymorphic DNA”).
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2.MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado no Laboratério de Genética e Biologia Molecular da
Embrapa Cerrados. Foram utilizados 17 acessos de maracuja-doce (9 acessos obtidos de
populagdo cultivada e 8 acessos silvestres). Um acesso de P. quadrangularis € um de P.
edulis foram utilizados como out groups (Tabela 1).

Os acessos obtidos de populacdo cultivada apresentam um histdrico onde seus
progenitores foram adqueridos em estado nativo e em mercados da Central de
Abastecimento de Sdo Paulo- CEAGESP, estes foram classificados por JUNQUEIRA et
al, 2003, em funcdo do formato dos frutos em dez categorias, nominando-as de A a J. As
procedéncias (A, B, C), foram obtidas de frutos adqueridos em mercados da CEAGESP, a
procedéncia (E) foi adquerida de plantagdes comerciais de Tomé-Ag¢u- PA. As demais
foram coletadas em estado nativo. A procedéncia (D) foi oriuda de Vigosa- MG,
procedéncia (F) Itacoatiara — AM, procedéncia (G) Ouro Preto d"Oeste- RO, procedéncia
(H) Domingo Martins- ES, procedéncia (I) Pontes e Lacerda- MT, procedéncia (J)
Rondondpolis- MT. Estas procedéncias foram implantadas no Distrito Federal através da
propagacdo via semente, avaliadas com base no tamanho e formato do fruto , coloracdo da
polpa, espessura da casca. Apoés um ano de producdo foram selecionadas as melhores
plantas de cada procedéncia e reproduzidas por estaquia. Frutos das melhores plantas
foram selecionados e suas sementes utilizadas para a implantagdo de um experimento na
Fazenda Agua Limpa, na Unb (Universidade de Brasilia) Os materiais obtidos de
populagdo cultivada utilizados nesse experimento, foram obtidos do experimento instalado
na FAL- UnB, Distrito Federal. Foram selecionados alguns frutos de acordo com o
formato dos frutos classificados por JUNQUEIRA et al., 2003, e reclassificados como
“Tipo” ao invés de procedéncia. Foram selecionados os “Tipos”( A, D, E, F, G, I, J ).As

mudas foram feitas por sementes
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Tabela 1. Espécies de maracujazeiro e respectivos acessos. Embrapa Cerrados/ UnB, Brasila, DF,

2008.
N° Espécie Acesso Estado Codigo
1 Passiflora alata Curtis "Progenitor — Tipo I” DF CPAC MJ-02-01
2 Passiflora alata Curtis “Progenitor — Tipo J” DF CPAC MJ-02-02
3 Passiflora alata Curtis “Tipo A” DF CPAC MJ-02-03
4 Passiflora alata Curtis “Tipo D” DF CPAC MIJ-02-04
5  Passiflora alata Curtis “Tipo E” DF CPAC MJ-02-05
6  Passiflora alata Curtis “Tipo F” DF CPAC MIJ-02-06
7 Passiflora alata Curtis “Tipo G” DF CPAC MJ-02-07
8  Passiflora alata Curtis “Tipo I” DF CPAC MJ-02-08
9  Passiflora alata Curtis “Tipo J” DF CPAC MJ-02-09
10 Passiflora alata Curtis. “Brinco” BA CPAC MJ-02-10
11 Passiflora alata Curtis “4 nectarios” DF CPAC MJ-02-12
12 Passiflora alata Curtis. “Alto Paraiso” GO CPAC MJ-02-13
13 Passiflora alata Curtis “Santa Catarina” SC CPAC MJ-02-14
14 Passiflora alata Curtis “Mato Grosso do Sul” MS CPAC MJ-02-18
15 Passiflora alata Curtis “Silvestre 1” DF CPAC MJ-02-16
16  Passiflora alata Curtis "Silvestre 2” DF CPAC MJ-02-17
17  Passiflora alata Curtis "Cerradao” DF CPAC MJ-02-15
18 Passiflora quadrangularis ~ “Comunidade Krahd” TO CPAC MJ-07-01
19 Passiflora edulis “GA-2” DF CPAC MJ-21-02

1-9 (acessos obtidos de populagdo cultivada); 10-17 (acessos silvestres); 18 e 19 (out

group)

Folhas em estagio intermedidrio de maturagdo foram coletadas e 0 DNA gendmico
de cada acesso foi extraido utilizando o método do CTAB, com modifica¢des (FALEIRO
et al.,, 2003) validado para diferentes espécies, incluindo alguns do género Passiflora
(BELLON, et al., 2005). Amostras de DNA de cada material genético foram amplificadas
para obtencdo de marcadores RAPD.

As reagdes de amplificagdo foram feitas em um volume total de 13 uL, contendo
Tris-HCl 10 mM (pH 8,3), KCl 50 mM, MgCIl2 3 mM, 100 uM de cada um dos
desoxiribonucleotidios (dATP, dTTP, dGTP e dCTP), 0,4 uM de um primer (Operon
Technologies Inc., Alameda, CA, EUA), uma unidade da enzima Taq polimerase e,
aproximadamente, 15 ng de DNA. Para obtencdo dos marcadores RAPD foram utilizados
16 primers decameros: OPD (04, 07, 08 e16), OPE (18 e 20), OPF (01, 14 ), OPG (08),
OPH (12 e 16). As amplificagdes foram efetuadas em termociclador programado para 40
ciclos, cada um constituido pela seguinte seqii€éncia: 15 segundos a 94 °C, 30 segundos a
35 °C e 90 segundos a 72 °C. Apds os 40 ciclos, foi feita uma etapa de extensdo final de

seis minutos a 72 °C, e finalmente, a temperatura foi reduzida para 4 °C. Apos a
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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 tampdo TBE (Tris-Borato 90
mM, EDTA 1 mM). A separagdo eletroforética foi de, aproximadamente, quatro horas, a
90 volts. Ao término da corrida, os géis 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 & Li, utilizando-se o
Programa Genes (Cruz, 1997). 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 dispersdo 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).

42



3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os 11 primers decameros geraram um total de 140 marcadores RAPD, perfazendo
uma média de 12,7 marcadores por primer. Do total de marcadores, considerando-se
apenas os acessos de P. alata, observou-se 87 (62,12%) de bandas polimoérficas (Tabela
1.1). A alta média de marcadores por primer e a alta porcentagem de marcadores
polimorficos dentro da espécie P. alata evidenciam a presenca de alta variabilidade
genética intra-especifica. A alta variabilidade genética interespecifica foi verificada ao
analisarem-se as bandas polimdrificas do acesso de P. edulis f. flavicarpa (outgroup) em
relacdo aos acessos de P. alata. FALEIRO et al. (2004), PIO VIANA et al. (2003),
JUNQUEIRA et al. (2006) e BELLON et al. (2007), ja haviam relatado a alta variabilidade

genética interespecifica no género Passiflora com base em marcadores RAPD.

Tabela 1.1. Primers utilizados para obten¢do dos marcadores RAPD para acessos de Passiflora
alata e respectivos numero de bandas polimoérficas e monomorficas. Embrapa
Cerrados/ UnB, Brasila, DF, 2008.

Seqiiéncia N° de bandas N° de bandas
Primer L, polimérficas  monomérficas
553
OPD-04 TCTGGTGAGG 8 11
OPD-07 TTGGCACGGG 12 2
OPD-08 GTGTGCCCCA 2 5
OPD-16 AGGGCGTAAG 7 5
OPE-18 GGACTGCAGA 4 6
OPE-20 AACGGTGACC 4 5
OPF-01 ACGGATCCTG 6 5
OPF-14 TGCTGCAGGT 11 6
OPG-08 TCACGTCCAC 9 1
OPH-12 ACGCGCATGT 12 5
OPH-16 TCTCAGCTGG 12 2
TOTAL 87 53
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De acordo com LOPES (1991), o género Passiflora € originario da América do Sul,
com o Centro-Norte do Brasil, seu maior centro de dipersdo geografica, fato que pode
explicar a grande variabilidade do acessos estudados. CROCHEMORE et al. (2003),
estudando caracteristicas agromorfoldgicas de Passiflora edulis, P. alata, P. coccinea, P.
caerulea, P. foetida, P. gibertii, P. macrocarpa, P. macrocarpa x P. alata, P. serrato-
digitata, P. suberosa e um acesso de Passiflora spp., observaram ampla divergéncia
genética entre as espécies.

PIO VIANA et al. (2003) avaliaram a diversidade genética entre acessos de
espécies do género Passiflora via RAPD e observaram que ha grande variabilidade
genética entre as espécies P. foetida, P. alata, P. gibertii, P. suberosa, P. cincinnata, P.
maliformis e P. edulis. f. edulis, tendo as espécies P. edulis f. flavicarpa e P. gibertii sido
as mais distantes entre as espécies estudadas. P. cincinnata e P. edulis f. edulis formaram
um mesmo grupo, sugerindo que elas compartilham uma similaridade genética. O mesmo
foi observado entre as espécies P. foetida e P. suberosa.

Esta diversidade genética inter-especifica com base em marcadores RAPD também
foi verificada por PAULA et al. (2005) e FAJARDO et al. (1998). A variabilidade genética
intra-especifica também tem sido observada com base em marcadores RAPD.

JUNQUEIRA et al. (2007) avaliou a diversidade genética de acessos de maracuja
suspiro (Passiflora nitida Kunth.) com base em marcadores RAPD e verificou ampla
variabilidade genética. As distdncias genéticas entre os 19 acessos de maracuja variaram
entre 0,031 e 0,614. Foi verificado que acessos procedentes do mesmo estado
apresentavam menor variabilidade, principalmente entre acessos procedentes de diferentes
tipos fitofisiondmicos.

FAJARDO et al. (1998), utilizando marcadores RAPD, observaram uma grande
variagdo intra-especifica em P. ligularis e P. adenopoda, enquanto que em P. edulis e P.
maliformis houve pouca variabilidade.

Segundo GANGA et al. (2004), um dos fatores que podem explicar a elevada
diversidade genética existente ¢ o fato da maioria das espécies de maracuja serem
alogamas, com presenca de um sistema genético de auto-incompatibilidade que favorece a
polinizacdo cruzada e, conseqlientemente, o fluxo génico entre genotipos distintos,
inclusive entre espécies.

As distancias genéticas entre os 17 acessos de maracuja doce variaram entre 0,086 e

0,324 (Tabela 1.2). Considerando apenas os acessos de populacdo cultivada de P. alata, as
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distancias genéticas variaram entre 0,086 a 0,171. As menores distdncias genéticas foram
verificadas entre os acessos “Tipo A” e “Tipo D” e entre “Tipo I e “Tipo J”, sendo de
0,086 ¢ 0,101, respectivamente. J& nos acessos silvestres as distancias variaram entre 0,096
e 0,324. A maior distancia genética intra-especifica (0,324) foi verificada entre os acessos
silvestres “Brinco” e “Mato Grosso do Sul”. Taxonomistas da equipe envolvida no
melhoramento genético do maracujazeiro suspeitam que o acesso “Brinco” pertence

possivelmente a espécie Passiflora phoenicia Lindd. e ndo a espécie Passiflora alata.
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A partir da anélise de agrupamento realizada com base nas distancias genéticas,
subdividiram-se os 19 acessos em, pelo menos, sete grupos de similaridade genética,
considerando o ponto de corte a uma distancia genética de 0,15 (Figura 1). As distancias
entre os acessos e a distribui¢do dos mesmos nos grupos de similaridade podem ser
também observadas no grafico de dispersdo (Figural.l). Observa-se que os acessos de
populacdo cultivada selecionados no Distrito Federal ficaram no mesmo grupo de
similaridade . Por outro lado, acessos do DF, GO e SC também se agruparam, ndo havendo

uma clara relagdo entre a localizag@o geografica e distdncia genética.

PaTipo I-prog.
PaTipo A
PaTipo D :_
PaTipo J-prog.
PaTipo F
PaTipo E
PaTipo G
PaTipo |
PaTipo J
Pa"4 nectérios"
Pa Alto Paraiso
Pa"SC"
Pa"Silvestre-N1
Pa"Silvestre-N2 :_
Pa"Cerradao"
Pa"MS"
P. quadrangularis

Pa "Brinco"
PefGA-2

000 005 010 015 020 025 030 035 040 045 0.50

Distancia Genética

Figura 1. Analise de agrupamento de 19 acessos de maracujazeiro com base na matriz de
distancias genéticas calculadas utilizando-se 140 marcadores RAPD. O método do
UPGMA foi utilizado como critério de agrupamento. Embrapa Cerrados/ UnB, Brasila,
DF, 2008.
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Figura 1.1. Dispersido grafica em 3D de 19 acessos de maracujazeiro com base na matriz de
distdncias genéticas calculadas utilizando-se 140 marcadores RAPD. Os numeros
correspondem aos acessos da Tabela 1. Acessos com o mesmo simbolo ficaram

agrupados no dendrograma a uma distdncia genética relativa de 0,15. Embrapa
Cerrados/ UnB, Brasila, DF, 2008.
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GANGA et al. (2004) estudando a diversidade genética de 18 acessos de P. edulis f.
flavicarpa por meio de marcadores AFLP também ndo observaram relacdo entre as
distancias genéticas e a geografica exceto para dois materiais provenientes de Rondonia.
Para estes acessos, os autores ja esperavam a proximidade genética observada, tendo em
vista que os materiais foram coletados na mesma propriedade.

No maior grupo de similaridade formado por 9 acessos de populagdo cultivada de
P. alata, todos procedentes do Distrito Federal, pode-se verificar maior similaridade entre
os acessos P.alata “Tipo D” e P.alata “Tipo A” (0,086) e entre P. alata “Tipo J” e P.
alata “Tipo D” (0,095). A similaridade desse grupo ¢ explicada pela mesma origem
genética dos acessos. Entretanto, observa-se uma variabilidade genética dentro do grupo, a
qual pode ser explicada pela selecdo prévia dos acessos com base no formato dos frutos
(Tipos A, D, E, F, G, I e]J).

Também foram formados grupos envolvendo acessos silvestres, procedentes de
regides geograficas distintas. Os acessos “Mato Grosso do Sul” e “Brinco” foram os mais
divergentes entre si (0,324). O acesso que mais se distanciou geneticamente dos demais foi
o P. edulis GA-2, utilizado como out group. A espécie P. quadrangularis, também
utilizada como out group, apresentou-se mais proxima geneticamente dos acessos de P.
alata explicando a existéncia de compatibilidade genética com P. alata, o que permite a
utilizagdo de cruzamentos interespecificos para ampliar ainda mais a base genética do

maracuja-doce.
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4. CONCLUSOES

Verificou-se ampla variabilidade genética entre os acessos obtidos de populacdo
cultivada e silvestres de Passiflora alata;

Os acessos silvestres foram os que mais podem contribuir para a ampliacdo da base
genética dos materias estudados;

A maior distincia genética intra-especifica foi verificada entre os acessos silvestres
“Brinco” e “Mato Grosso do Sul”. Taxonomistas da equipe envolvida no melhoramento
genético do maracujazeiro suspeitam que o acesso “Brinco” pertence a espécie Passiflora
phoenicia Lindd. e ndo a espécie Passiflora alata.

Foi verificada uma similaridade genética entre os acessos de Passiflora
quadrangulares e Passiflora alata, evidénciando a existéncia de compatibilidade genética

entre essas duas espécies.;
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CAPITULO 11

RESISTENCIA DO MARACUJAZEIRO DOCE A BACTERIOSE EM
CONDICOES DE CAMPO E CASA DE VEGETACAO
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RESISTENCIA DO MARACUJAZEIRO-DOCE A BACTERIOSE EM
CONDICOES DE CAMPO E CASA DE VEGETACAO

Resumo- Com a exploracdo comercial do maracujazeiro-doce (Passiflora alata. Curtis),
véarias doengas apareceram, dentre elas a bacteriose (Xanthomonas axonopodis pv.
passiflorae), considerada uma das principais doengas da parte aérea. Objetivou-se, nesse
trabalho, avaliar a resisténcia de nove acessos de maracujazeiro-doce (sete acessos obtidos
de populagdo cultivada e dois silvestres) a bacteriose em condi¢des de campo e em casa de
vegetacdo. Cada acesso foi representado por uma familia de meio-irmaos. Em condi¢des de
campo, foi montado um experimento em blocos casualizados com quatro repeti¢cdes e seis
plantas por parcela. Foram avaliadas cinco folhas por planta selecionadas aleatoriamente.
Foram avaliados o nimero médio de lesdes por folha, o didmetro médio das lesdes, a
média da éarea lesada por folha, a % de folhas sadias e a % de folhas doentes. Nao foi
verificado efeito significativo da Familia de meio irmaos ( FMI ) a 5% de probabilidade.
Verificou-se uma alta fonte de varia¢do dentro das parcelas, devido a alta variabilidade
genética entre as plantas da mesma familia e uma grande amplitude de valores fenotipicos.
Observou-se altas correlacdes entre as caracteristicas relacionadas a resisténcia, sendo
altamente significativa a correlagdo negativa de -0,9433 entre o numero médio de lesdes
por folha e o diametro médio da lesdo. Em condi¢des controladas, foi utilizado o
delineamento inteiramente casualizado com 12 repeti¢des. A inoculacdo foi feita 50 dias
apds o plantio, com o isolado 767 (UnB) de Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae,
numa concentragio de 10° Ufc/ml. Foram avaliados o Didmetro Longitudinal Médio,
Didmetro Transversal Médio, Didmetro Médio da Lesio e Area Lesada Média. As
avaliacdes foram feitas aos 5, 10 e 15 dias apds inoculagdo. Aos 10 dias foi verificado um
efeito altamente significativo das familias para todas as caracteristicas avaliadas. Foi
verificada uma alta fonte de variacdo dentro das familias, como observado nas condigdes
de campo. Os acessos com maior nivel de resisténcia foram os tipos J e D e os acessos com
maior susceptibilidade foram, tipo N1, seguido dos tipos F e G.

Palavras chaves: Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae, Passiflora alata Curtis,

variabilidade genética.
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BACTERIOSES RESISTANCE OF SWEET PASSION FRUIT UNDER
GREENHOUSE AND FIELD CONDITIONS

Abstract - With sweet passion fruit (Passiflora alata. curtis) commercial exploitation,
several diseases appeared, among them the bacterioses (Xanthomonas axonopodis pv.
Passiflorae), considered one of the major diseases of the shoot. This work's objective is to
evaluate bacterioses resistance of nine access of sweet passion fruit (seven from cultivated
population and two wild) under greenhouse and field conditions. Each access was
represented by a family of half-siblings. Under field conditions, an experiment was put
together in randomized blocks with four replications and six plants per plot. Five leaves
randomly selected from each plant were evaluated. The average number of injuries per
leaf, the average diameter of injuries, the average lesioned area per leaf and the incidence
of healthy and sick leaves were assessed. No significant effect of family of half-siblings
(FMI) was observed at probability level of 5%. There was a high source of variation within
the plots, due to high genetic variability among plants of the same family and to a wide
range of phenotypic values. There were high correlations between characteristics related to
resistance, being highly significant the negative correlation of - 0.9433 between the
average number of lesions per leaf and the average diameter of the lesion. A completely
randomized design with 12 replications was used, in controlled conditions. The inoculation
occurred 50 days after planting, with the isolate 767 (UnB) from Xanthomonas axonopodis
pv. passiflorae, in a concentration of 10°Ufc / ml. The average longitudinal diameter, the
average transverse diameter, the average diameter of the lesion and the average lesioned
area were assessed. Evaluations were performed 5, 10 and 15 days after inoculation. At the
10th day, itwas verified a highly significant effect of families for all evaluated
characteristics. A great source of variation within the families was evidenced, as observed
under field conditions. The accesses with higher resistance level were the types J and D,

and the access with higher susceptibility were the type N1, followed by the types F and G.

Key words: Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae, Passiflora alata Curtis., genetic

variability.
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1.INTRODUCAO

O maracujazeiro ¢ uma espécie nativa do Brasil e de ocorréncia bastante
generalizada, podendo ser cultivada em todos os estados do pais JUNQUEIRA et al,,
2005).

A exploragdo comercial do maracujazeiro-doce no Brasil teve inicio no final da
década de 1960 e comecou se expandir na década de 1970. Nos ultimos anos tem-se
observado uma redugdo na produtividade (FRUTISERIES, 2002), o que se deve,
principalmente, a ocorréncia de doengas nessa cultura. Entre estas, destaca-se a bacteriose
(Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae), considerada uma das mais importantes
doencas da cultura, depreciando a qualidade dos fruto diminuindo o valor comercial e
reduzindo a produtividade e a longevidade da cultura de 3 a 4 anos para 12 a 18 meses
(PONTES, 1996).

No Brasil, a Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae ¢ a Unica bacteriose de
importancia econdmica para o maracujazeiro-doce causando sintomas que podem incluir
cloroses, necroses, murcha, hipertrofia, cancro, podendo resultar na morte da planta
(CHAN & GOODWIN, 1990). At¢ o momento, ndo tem sido observada, em niveis
praticos, resisténcia ou tolerancia a bacteriose nas populacdes cultivadas de maracujazeiro-
doce.

A resisténcia genética ¢ o método mais eficiente, economico e ecologicamente
correto para o controle desta doenga. A identificagdo de fontes de resisténcia ¢ uma
demanda para as pesquisas (FALEIRO et al., 2006) e a primeira etapa quando pensamos na
obtencdo da resisténcia genética via programas de melhoramento , os quais sdo
estratégicos, considerando que o maracuja-doce ¢ uma cultura em expansdo, pouco
estudada e ainda em fase de domesticagdao (FALEIRO et al., 2005).

A Embrapa Cerrados e parceiros iniciaram um trabalho de melhoramento genético
do maracujazeiro doce na década de 1990. Coleta de acessos silvestres e selecdes de
acessos comerciais com base no formato do fruto e aspectos agrondmicos tem sido
realizadas com sucesso.

Para completar os trabalhos de avaliacdo agrondmica, objetivou-se neste trabalho
avaliar, em condi¢des de campo e casa de vegetacdo, acessos comerciais e silvestres de

maracujazeiro doce quanto a resisténcia a X. axonopodis pv. Passiflorae.
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2. MATERIAL E METODOS

Avaliagio da bacteriose em condi¢des de campo

Os experimentos foram conduzidos na Embrapa Cerrados, em Planaltina, em
latossolo vermelho de textura franco-argilo-arenosa, com fertilidade previamente corrigida,
1050 metros de altitude. Os materiais analisados constituiram-se de sete acessos de
Passiflora alata obtidos de populagdo cultivada e dois acessos silvestres coletados no

Nucleo Rural Tabatinga- Planaltina-DF (Tabela 2)

Os acessos obtidos de populacdo cultivada apresentam um histérico onde seus
progenitores foram adqueridos em estado nativo e em mercados da Central de
Abastecimento de Sao Paulo- CEAGESP, estes foram classificados por JUNQUEIRA et
al, 2003, em funcdo do formato dos frutos em dez categorias, nominando-as de A a J. As
procedéncias (A, B, C), foram obtidas de frutos adqueridos em mercados da CEAGESP, a
procedéncia (E) foi adquerida de plantacdes comerciais de Tomé-Acu- PA. As demais
foram coletadas em estado nativo. A procedéncia (D) foi oriuda de Vigosa- MG,
procedéncia (F) Itacoatiara — AM, procedéncia (G) Ouro Preto d"Oeste- RO, procedéncia
(H) Domingo Martins- ES, procedéncia (I) Pontes e Lacerda- MT, procedéncia (J)
Rondondpolis- MT. Estas procedéncias foram implantadas no Distrito Federal através da
propagacdo via semente, avaliadas com base no tamanho e formato do fruto , coloracdo da
polpa, espessura da casca. Apoés um ano de producdo foram selecionadas as melhores
plantas de cada procedéncia e reproduzidas por estaquia. Frutos das melhores plantas
foram selecionados e suas sementes utilizadas para a implantagdo de um experimento na
Fazenda Agua Limpa, na Unb (Universidade de Brasilia) Os materiais obtidos de
populagdo cultivada utilizados nesse experimento, foram obtidos do experimento instalado
na FAL- UnB, Distrito Federal. Foram selecionados alguns frutos de acordo com o
formato dos frutos classificados por JUNQUEIRA et al., 2003, e reclassificados como
“Tipo” ao invés de procedéncia. Foram selecionados os “Tipos”( A, D, E, F, G, I, J ).As

mudas foram feitas por sementes
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Tabela 2-. Acessos de maracujazeiro avaliados nos experimentos. Embrapa Cerrados/ UnB,
Brasila, DF, 2008.

N° Espécie Acesso Estado Codigo

1 Fassiflora alata Curtis “Tipo A” DF CPAC MJ-02-03
2 Passiflora alata Curtis “Tipo D” DF CPAC MJ-02-04
3 Passiflora alata Curtis “Tipo E” DF CPAC MJ-02-05
4 Passiflora alata Curtis “Tipo F” DF CPAC MJ-02-06
5 Passiflora alata Curtis “Tipo G” DF CPAC MJ-02-07
6  Passiflora alata Curtis “Tipo I” DF CPAC MJ-02-08
7  Passiflora alata Curtis “Tipo J” DF CPAC MJ-02-09
8  Passiflora alata Curtis “Silvestre N1” DF CPAC MJ-02-16
9 Passiflora alata Curtis "Silvestre N2” DF CPAC MJ-02-17

Acessos de 1-7 (obtidos de populacdo cultivada), Acessos 8 e 9 (acessos silvestres).

As mudas foram obtidas em agosto de 2005 em bandejas de poliestireno estendido
de 72 células contendo substrato (120 ml por célula) a base de vermiculita e casca de Pinus
sp. (Plantmax®). Foram semeadas 3 sementes por célula, deixando 1 muda/célula apds o

desbaste (Figura 2).

Figura 2- Mudas de maracujazeiro doce, apds o desbaste. Embrapa Cerrados/ UnB, Brasila, DF,
2008.
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As mudas foram transplantadas para o campo em novembro de 2005. Foi utilizando
o delineamento em blocos casualizados, com quatro repeti¢des e seis plantas por parcela,
totalizando 24 plantas por acesso ou familia de meio-irméos. O espagamento utilizado foi
de 2,5 entre linhas e 2,0 entre plantas. Os tratos culturais foram aqueles comumente
utilizados na cultura, havendo suplementagdo de agua com sistema de irriga¢do por
microaspersdo, com 1 microaspersor por planta, numa vazido de 35 litros por hora. As
adubacdes foram realizadas de acordo com o recomendado para a cultura do maracujazeiro

doce (SANZONOWICZ et al , 2005)

O experimento foi conduzido utilizando o sistema de sustentacdo de espaldeira
vertical, com os mourdes distanciados de 5 m e 2 fios de arame liso na altura de 1,4 ¢ 1,8
metro, em relagdo ao solo. Um més apods o plantio, foi realizada a poda para eliminagdo
dos ramos laterais, sendo esta realizada semanalmente. As plantas foram conduzidas em
haste unica, tutoradas por barbante, deixando duas brotacdes laterais em sentido contrario
uma da outra.

Para controlar as ervas daninhas, foi realizada uma rogagem em fevereiro de 2006
nas entrelinhas. Posteriormente, realizaram-se trés aplicagdes de herbicidas nas entrelinhas
seguidas pela capina manual em volta de cada planta. Foram realizadas duas aplicacdes de
Carbofuram (Furadan®) na dosagem de 1 g/cova para o controle de cupins, sendo a

primeira aplicagdo realizada em marco de 2006 e a segunda em agosto de 2006.

A avaliagdo da resisténcia a bacteriose foi feita em fevereiro de 2006. Foram
analisadas cinco folhas por planta, selecionadas aleatoriamente, avaliando-se as seguintes
caracteristicas: Numero médio de lesdes por folha; didmetro médio das lesdes; média da
area lesada por folha; indice de folhas sadias e indice de folhas doentes;

O diametro médio das lesdes foi estimado com base em uma escala de didmetros
em cm? (0,5, 1,0, 1,5, 2,0, 3,0, 5,0 ), desenhados em uma folha de transparéncia,o qual era
sobreposta as lesoes (figura 2.1).Com base no didmetro médio estimado € no numero de

lesdes, calculou-se a média da area lesada por folha.
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Figura 2.1- Escala de avaliagdo de bacteriose em condi¢des de campo. Didmetros de varios
tamanhos (0,5, 1,0, 1,5, 2,0, 3,0 5,0 ) desenhados em uma folha de transparéncia.
Embrapa Cerrados/ UnB, Brasila, DF, 2008.
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Foram realizadas analises de varidncia e estimados parametros genéticos com o

auxilio do Programa Genes (CRUZ et al.,1997).

A andlise de variancia foi feita para cada um dos caracteres estudados. O modelo

estatistico adotado foi o seguinte:

Yijk: MH+gi+ bj + Eij + 6ijk

Em que:

Yijx = observagdo no k-ésimo individuo, avaliado no i-ésimo genoétipo da j-ésima
repeticao;

p = média geral do ensaio;

gi = efeito do genotipo i;

b; = efeito do bloco j;

€1j = efeito da parcela ij;

dijk= efeito do individuo k, do i-ésimo gendtipo no j-ésimo bloco

Na tabela 2.1, encontra-se o esquema da analise de varidncia desse modelo.

Tabela 2.1-. Esquema da analise de varidncia do modelo inteiramente casualizado.

FV GL QM E (QM) F
Blocos r—1 QMB G2 +n6’ +ngéb,;
Familias g—1 QMT 6‘3 + nof + nré‘é QMT/QME
Entre parcelas r-D(Eg-1 QME 5—3{ + né‘j QME/QMD
Dentro de parcelas (n—-1)Gr QMD o
Total Grn—1
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Foram obtidas as estimativas da variancia genotipica entre ¢ dentro familia,
variancia fenotipica entre e dentro familia e da varidncia ambiental média e

herdabilidade, representados abaixo.

Variancia fenotipica entre médias de tratamento

> _ OMT
0,=

rn

Variancia fenotipica dentro

62= QMD

Variancia genotipica entre médias de tratamentos

522 OMT —OME

8 m

Variancia genotipica dentro da familia

. 0, . - o
62, =~ & (Para familia de meio irmaos 6,= Ve 6, =)
“ e ° ‘

e

Variancia ambiental entre parcelas

522 OME —OMD

r

Herdabilidade (unidade de sele¢do= média familia )

A2
2 O-g

" (OMT / nr)

Foram calculadas medidas de tendéncia central e de dispersdo com base nas
médias e nos valores maximos e minimos no coeficiente de variagdo. Também foram
calculados, coeficiente de variacdo experimental, coeficiente de variagdo genético entre
familia, coeficiente de variacdo genético dentro familia e a razdo do CVg/CVe, para
cada uma das caracteristicas analisadas nas familias de meio irmao(FMI), utilizando-se

o programa Genes (Cruz, 1997).
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Coeficiente de variagdo experimental

)
CVe(%)=Cv2=100Y7¢
m

Coeficiente de variagdo genético entre familias

~2
CVe(%)=CV3= 100@
m

Coeficiente de variacdo genético dentro de familias

[~2
Cg(h)=cva=10037%
m

Relacdo CVg/CVe

CVg3

CVg/CVe- Cred
Cr2

CVg/CVe=
cr2

Foram também calculadas coeficiente de correlagdo fenotipica com base no
coeficiente de correlagdo de Pearson. Inicialmente, foram obtidos os produtos médios
entre os varios caracteres analisados, utilizando o método relatado por KEMPTHORNE
(1966). A partir destas analises, foram obtidas as estimativas da covariancia fenotipica
entre os caracteres dois a dois e finalmente os coeficientes de correlagio de Pearson,

COmMo seguc:

Coeficiente de correlacdo fenotipica (rf)
. Cov,(X,Y)
5, (X)-6;(1)

em que:

Cov, = Estimador da covaridncia fenotipica entre dois caracteres X ¢ Y;
0 ;(X)= Estimador da variéncia fenotipica do carater X;

¢ ;(Y)= Estimador da variancia fenotipica do caréter Y.

O procedimento utilizado para se testar a significancia do » amostral foi baseado

no teste ¢, sendo que:
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Onde:
n =namero de observacgdes

Neste caso, testa-se a hipotese de que a correlacdo seja “0”.

O programa estatistico utilizado foi o Genes (Cruz, 1997). A classificagdo de
intensidade da correlagdo foi muito forte (r = 0,91 a + 1,00), forte (r = 0,71 a = 0,90),
média (r = 0,51 a £ 0,70) e fraca (r = 0,31 a + 0,50), de acordo com Gongalves e

Gongalves (1985), citados por Guerra e Liveira (1999).

Avaliacio da bacteriose em casa de vegetacio

O experimento foi conduzido de setembro de 2006 a janeiro de 2007. Para cada
acesso, foram produzidas mudas a partir de sementes, representando dessa forma, familias
de meio-irmaos.

A semeadura foi feita em bandejas de poliestireno estendido de 72 células
contendo substrato (120 ml por célula) a base de vermiculita e casca de Pinus sp.
(Plantmax®™). Vinte dias apos a germinagdo, as mudas foram transferidas para copos
plasticos de 250 ml, preenchidos com substrato base de vermiculita e casca de Pinus sp.
(Plantmax™) Apds transplantio, as mudas foram adubadas a cada 20 dias com osmocote na

formulacao 14:14:14.

Foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado com 12 repeti¢des, onde
cada planta representava uma repeti¢do. Doze plantas de cada acesso foram inoculadas, aos
3 meses de idade, com o isolado 767 (UnB) de Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae,
da colecdo de bactérias fitopatogénicas do laboratorio de Fitopatologia da Universidade de
Brasilia, numa concentra¢io estimada de 10° Ufc/ml. 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 didmetro com o auxilio de uma
pipeta Pasteur adaptada, a qual foi previamente imersa na suspensdo bacteriana. Apos a

inoculagdo, as plantas foram mantidas em camara imida (>90% UR).
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Foram avaliados o Didmetro Longitudinal (DL), Didmetro Transversal (DT),
Diametro da Lesdo (DL) e Area Lesada (AL).

As avaliacdes foram feitas aos 5, 10 e 15 dias apds inoculagdo, com o auxilio de um
paquimetro digital, onde foram medidos os didmetros das lesdes a partir da area clorética
(Figura 2.2). Foram realizadas as andlises de variancia, medidas de tendéncia central e de

dispersdo e estimativa de parametros genéticos, como descritos na avaliagdo da bacteriose

em campo. As médias foram comparadas pelo teste de Duncan a 5% de probabilidade.

Figura 2.2— Avaliagdo da bacteriose em casa de vegetacdo. Embrapa Cerrados/ UnB, Brasila,
DF, 2008.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Avaliaciio da bacteriose em condi¢cdes de campo

Nao foi verificado efeito significativo entre as familias a 5% de probabilidade. Foi
constatada uma alta variancia entre parcelas para todas caracteres avaliados (tabela 2.2). A
obtencdo de informagdes a respeito do controle genético dos caracteres auxilia os
melhoristas na tomada de decisdo. No caso dos caracteres quantitativos, essas informagdes
podem ser obtidas utilizando componentes de média ou de variancia (CRUZ et al., 2004).
Os componentes da variancia tém a vantagem de os efeitos genéticos ndo se anularem,
como pode ocorrer com médias, e possibilitam também estimar a herdabilidade e o ganho
esperado com a selecio.

A grande amplitude dos valores das caracteristicas avaliadas acarretou elevados
coeficientes de variagdo (CV) no ntimero de lesdes por folha (42,28%), diametro da lesao
(62,69%), média da area lesada por folha (47,28%) e incidéncia de folhas doentes (33,56)
(tabela 2.2).

Tabela 2.2-Andlise de varidncia de caracteristicas relacionadas a resisténcia a bacteriose de 9
Familia de meio irmdo (FMI) de maracujazeiro doce, avaliadas em condi¢des de
campo. Embrapa Cerrados/ UnB, Brasila, DF, 2008.

Média do n° de I\A/I ¢dia do Média da Arca Indice de Indice de
~ didmetro da lesada por folha X
lesdes por folha ~ 2 folhas sadias  folhas doentes
lesdo (cm) (cm”)
Fonte de Variagdo  GL QM (prob) QM (prob) QM (prob) QM (prob) QM (prob)
Blocos 3 514,5 6,21 57,7 662,9 330,5
Familias 8 16,2 (1,00)ns 2,06 (1,00)ns 63,6 (0,27)ns 640,3 (0,24)ns  386,8 (1,00)ns
Entre 24 46,76 2,11 47,30 454,71 516,30
Dentro 180 35,00 1,60 41,40 606,80 452,30
CV (%) - 42,28 62,69 47,28 12,60 33,56

A grande amplitude de valores fenotipicos observada pode ser atribuida a
variabilidade genética das plantas e/ou controle deficiente das condigdes experimentais,
levando-se em conta a ocorréncia de uma chuva de granizo no més de dezembro de 2005,
durante a condug¢@o do experimento. Para CAMPOS (1984), que realizou ensaios agricolas
de campo, CVs entre 10% e 20% sdo considerados normais, podendo-se também sugerir,
segundo PIMENTEL-GOMES (1987), que valores menores que 10% seriam considerados

baixos, entre 10% e 20%, médios, entre 20% e 30%, altos, e maiores que 30%, muito altos.
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Entretanto, nestas sugestdes ndo ha especificidade quanto a natureza do ensaio, quanto a
cultura estudada, e quanto a variavel utilizada, o que pode ser relevante no momento da
interpretagdo de tal medida.

As estimativas da herdabilidade no sentido amplo ao nivel de médias das familias
foram inferiores a 30% para area lesada por folha e incidéncia de folhas sadias, (tabela 2.3)
Estimativas altas de herdabilidade possibilitam maior eficiéncia no processo seletivo, de
modo que tais caracteres, nas condigdes em questdo, ndo foram bons indicadores para a
selecdo de familias mais promissoras quanto a resisténcia a bacteriose. Nao foi possivel a
estimativa deste pardmetro para os demais caracteres, uma vez que o quadrado médio da
fonte de variagdo entre familias foi maior que o quadrado médio da fonte de variagdo
dentro das familias, gerando estimativas negativas das variancias genotipicas (tabela 2.3).

A média do valor observado para o nimero de lesdes por folha foi de 6,6, sendo
que os valores variaram de 0 a 44 lesdes por folha. Os didmetros de lesdes oscilaram de 0 a
6,5 cm, com média de 0,94 cm, gerando uma area lesada média de 5,93 cm’. A média da
incidéncia de folhas sadias e doentes constatadas foi de 69,08 e 27,73%, respectivamente,

sendo observadas varia¢des de 0 a 100% entre os materiais avaliados (tabela 2.3).

Tabela 2.3-. Valores médios, minimos e maximos, parametros genéticos e coeficiente de variagdo
(CV) de caracteristicas relacionadas & resisténcia a bacteriose em 9 familia de meio
irmdo (FMI) de maracujazeiro doce, avaliadas em condigdes de campo. Embrapa
Cerrados/ UnB, Brasila, DF, 2008.

Caracteres avaliados

Média do Média do

0 de lesses  didmetro da Area lesada por  Incidénciade  Incidéncia de

por folha lesio (cm) folha (cm?) folhas sadias  folhas doentes
Média Geral 6,6 0,94 5,93 69,08 27,63
Minimo por planta 0,0 0,00 0,00 0,00 0,00
Maximo por planta 44,0 6,5 37,2 100,00 100,00
Var. Gen. entre familias - - 0,67 7,73 -
Var. Gen. dentro familias - - 2,03 23,20 -
Var. Fen. dentro familias 35,00 1,60 41,40 606,8 4523
Var. Ambiental 1,95 0,08 0,98 - 10,66
Herd. (US= média familias) - - 0,25 0,29 -
CV genético entre familias - - 13,85 4,02 -
CV genético dentro de familias - - 24,00 6,97 -
CV Gen. Entre/CV Experimental - - 0,82 - -
CV Gen. Dentro/CV Experimental - - 1,43 - -

(- ) Néo foi possivel estimar: O quadrado médio da fonte de variagéo entre parcelas foi maior que
o quadrado médio da fonte de variacdo das familias.
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Além disso, em trabalhos nos quais procuraram avaliar o uso do CV em vadrias
culturas, ESTEFANEL et al. (1987) observaram que culturas anuais naturalmente tendem a
apresenta-lo em menores valores, ao contrario de plantas frutiferas, que, por suas
limitagdes quanto ao dimensionamento das parcelas e nimero de repeticdes, possuem
geralmente valores maiores de CV.

Com base nos resultados da andlise de varidncia e pardmetros genéticos, pode-se
deduzir que para a obtencdo de ganhos genéticos serd necessario melhorar a acurécia
fenotipica e também trabalhar a selecdo dentro da familia de meio-irmaos, identificando as
plantas mais resistentes.

Com relagdo aos coeficientes de variagdo ambiental (CVe), que permitem avaliar a
precisdo do experimento, as estimativas entre os caracteres avaliados: didmetro médio da
lesdo e porcentagem de plantas doentes, variaram de 0,08% a 10,66%, respectivamente
(tabela 2.3).

A utilizagdo do coeficiente de variacdo genético (CVg) permite a comparagdo da
variabilidade genética dos diferentes caracteres analisados. Observou-se elevado (CV)
genético dentro de familia, para a caracteristica média da area lesada por folha (24,00),
gerando uma razdo entre CVg/CVe de 1,43. Visando o melhoramento genético em
maracuja-doce, esse dado ressalta a importancia da avaliagdo e da selecdo de plantas
individualmente (tabela 2.3).

Apesar do experimento em campo ndo ser significativo entre as familias, mesmo
assim, pode-se destacar as familias com maior porcentagem de plantas com lesdes de

diametro inferior a 2 cm e sem lesdes (figura 2.3).
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Figura 2.3- Porcentagem de plantas com maior nivel de resisténcia a bactéria Xanthomonas
axonopodis pv. passiflorae em condi¢cdes de campo, no més de fevereiro de 2006.
Foram avaliadas 24 plantas de cada familia, utilizando a escala de didmetros em cm
(0,5, 1,0, 1,5, 2,0, 3,0, 5,0). Embrapa Cerrados/ UnB, Brasila, DF, 2008.

A formacdo de lesdes de pequeno didmetro é uma informagdo importante, levando-
se em consideragdo que € uma caracteristica marcante da resisténcia que leva a uma menor
taxa de desenvolvimento da doenga (GONCALVES-VIDIGAL & POLENTINE,1999).

O nome resisténcia horizontal foi dado por VANDERPLANK, em 1968. Esse autor
demonstrou que a resisténcia horizontal ¢ mais duravel e confere resisténcia a todas as
racas do patdgeno, ndo havendo interacdo planta x patdogeno Como regra geral a resisténcia
horizontal fornece uma protecdo incompleta, porém mais durdvel e efetiva para diferentes
racas do patogeno (TOKESHI, 2006). Assim, a presenca de lesdes de pequeno tamanho
podem ser indicativo de um maior nivel de resisténcia das familias N2, F e A.

Observa-se que houve uma correlagdo negativa muito forte entre o ntiimero de
lesdes e o didmetro das mesmas (-0,9433), significativa a 1% de probabilidade (quanto
maior o numero de lesdes na folha, menor sdo os diametros das lesdes). Os demais
caracteres ndo apresentaram correlagdes significativas (tabela 2.4).

Segundo DEGENHARDT et al. (2005), as correlagdes simples sdo utilizadas com
freqliéncia em plantas de ciclo longo, principalmente nas nativas. Seu conhecimento ¢ 1til,
principalmente quando ha dificuldade na sele¢do de um carater, em razdo de sua baixa

herdabilidade ou se este for de dificil mensuragdo ou identificacdo (FALCONER, 1987).
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Em alguns casos, estas analises sdo consideradas suficientes para esclarecer relagdes entre

caracteres de importancia econdmica para estas culturas.

Tabela 2.4-. Estimativas dos coeficientes de correlagdo de Pearson entre cinco caracteres
estudados na avaliacdo da bactéria Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae em
maracujazeiro doce em condigdes de campo. Embrapa Cerrados/ UnB, Brasila, DF,

2008.
Caracteres NL DL AL IPS IPD
NL - -0,9433"  -0,5608  -0,6343 -0,1842
DL - 0,4815  -0,5842 -0,1901
AL - 0,2974 -0,189
IPS - -0,5948
IPD -

**Significativo a 1% de probabilidade, pelo teste de t.
NL (ntmero de lesdes), DL (didmetro da lesdo), AL (area lesada), IPS (incidéncia de plantas
sadias), IPD (incidéncia de plantas doentes).

Avaliacio da bacteriose em casa-de-vegetacao

Diferentemente do experimento de campo, foi verificado um efeito altamente
significativo das familias para todas caracteristicas avaliadas aos 10 e 15 dias (tabela 2.5).

Aos 10 dias, os valores para didmetro longitudinal da lesdo variaram de 0 a 32 mm,
com média de 11,9, enquanto o didmetro transversal oscilou de 0 a 25,7, com média de
12,83 mm. O didmetro médio das lesdes fo1 12,38, gerando uma area lesada média de
73,90 mm? (tabela 2.6).

Aos 10 dias as estimativas da herdabilidade no sentido amplo ao nivel de médias
foram superiores a 70% para trés das quatro caracteristicas avaliadas. A menor estimativa
da herdabilidade foi obtida para o carater area lesada média, sendo de 68% (tabela 2.6).
Apesar de inferior as demais, esta estimativa pode ser considerada satisfatéria para o
sucesso na selecdo deste carater. As estimativas de herdabilidade foram superiores aquelas
observadas para o experimento em campo. Os coeficientes de variagdo para os caracteres
didametro transversal médio e area lesada média variaram de 29,02% a 74,06%,
respectivamente (tabela 2.5). Esse fato pode ser atribuido a alta variabilidade genética entre
os acessos, como verificado no capitulo 1.

Sabe-se, no entanto, que grandes varia¢des nas estimativas de parametros genéticos

dos caracteres podem ocorrer ¢ sdo descritas na literatura para algumas espécies
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(FALEIRO, 2000). Deve-se considerar, portanto, que tais variagdes podem ser
conseqiiéncia dos diferentes métodos utilizados na estimagdo, dos distintos materiais
genéticos analisados, das diferentes condi¢des ambientais ¢ da época de plantio, dentre

outros fatores (FALCONER, 1987, VENCOVSKY & BARRIGA, 1992).

Tabela 2.5-Analise de varidncia e parametros genéticos de caracteristicas relacionadas a
resisténcia a bacteriose de familias de meio irm@o (FMI) de maracujazeiro doce,
avaliadas em condi¢des de casa-de-vegetagdo aos, 10 dias. Embrapa Cerrados/ UnB,

Brasila, DF, 2008.
Caracteres avaliados
Diametro Long. Diametro Transv.  Diadmetro Médio Area Lesada
Médio (mm) Médio (mm) (mm) Média (mm?)
Fonte de Variagio GL QM (prob) QM (prob) QM (prob) QM (prob)
Familias 8 80,14 (0,0016)** 59,19 (0,0002)** 67,82 (0,0003)** 8588,0 (0,003)**
Residuo 99 23,48 13,88 16,64 2734,2
CV (%) 40,62 29,02 70,75 74,06

** Significativo pelo teste F a 1% de probabilidade

Tabela 2.6-. Valores médios, minimos e maximos, coeficiente de variagdo (CV) e varidncia para
didmetro longitudinal médio, didmetro transversal médio, didmetro médio e 4rea
lesada média em familias de meio irmao(FMI) de maracujazeiro doce inoculadas
artificialmente com Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae em casa de vegetacio,
avaliadas aos 10 dias. Embrapa Cerrados/ UnB, Brasila, DF, 2008.

Caracteres avaliados

Area
Diametro Long. Diadmetro Transv. Didmetro Médio Lesada
Meédio (mm) Meédio (mm) (mm) Média
(mm’)
Meédia Geral 11,9 12,83 12,38 73,90
Minimo 0,0 0,0 0,0 0,0
Maximo 32,0 25,7 28,9 335,5
Var. Fenotipica 6,67 493 5,65 715,67
Var. Ambiental 1,95 1,15 1,38 227,85
Var. Genotipica 4,72 3,77 4,26 487,81
Herd. (US= média familias) 0,71 0,77 0,75 0,68
CV genético(%) 18,21 15,13 16,67 29,88
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Em virtude da grande variabilidade genética entre plantas, oriundas de sementes,
alta variacdo dentro das familias foi observada em casa-de-vegetagdo assim como no
campo. Tal observacdo pode ser verificada na andlise comparativa da area lesada média
por folha (cm?®) avaliada no campo e area lesada média (mm®) avaliada em casa-de-
vegetagdo (Figura 2.4). Como exemplo, pode-se verificar as diferencas destas
caracteristicas nas plantas da familia N1. Em casa de vegetacdo, para algumas familias, tais

diferengas ndo foram tdo evidentes, a exemplo das verificadas nas plantas da famila J.
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Figura 2.4-. Area lesada média por folha (cm?) avaliada no campo (A) e Area lesada média (mm?)
avaliada em casa-de-vegetacdo (B) 10 dias apds a inoculagdo de nove familias de
meio-irméos de maracujazeiro doce. Foram analisadas 24 e 12 plantas de cada familia
em campo ¢ casa-de-vegetagdo, respectivamente. Embrapa Cerrados/ UnB, Brasila,
DF, 2008.
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Os resultados das analises de varidncia aos 15 dias apo6s a inoculagdo, estdo
apresentados na tabela 2.7 e 2.8. Os resultados obtidos, foram semelhantes a analise aos 10

dias com o efeito altamente significativo das familias.a 5% de probabilidade.

Tabela 2.7- Analise de varidncia e parametros genéticos de caracteristicas relacionadas a
resisténcia a bacteriose de familias de meio irmios (FMI) de maracujazeiro doce,
avaliadas em condi¢des de casa-de-vegetagdo aos, 15 dias. Embrapa Cerrados/ UnB,

Brasila, DF, 2008.
Caracteres avaliados
Diametro Long. Diametro Transv.  Didmetro Médio Area Lesada
Meédio (mm) Médio (mm) (mm) Média (mm?)
Fonte de Variagdo GL QM (prob) QM (prob) QM (prob) QM (prob)
Familias 8 228,58(0,046)* 67,24(0,023)* 133,26(0,026)*  45133,00(0,029)*
Residuo 99 76,00 20,52 41,31 14172,69
CV (%) 44,93 26,29 35,07 73,24 74,87

* Significativo pelo teste F a 5% de probabilidade

Tabela 2.8-. Valores médios, minimos e maximos, coeficiente de variagdo (CV) e varidncia para
diametro longitudinal médio, didmetro transversal médio, didmetro médio e area
lesada média em Familias de meio irméos (FMI) de maracujazeiro doce inoculadas
artificialmente com Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae em casa de vegetago,
avaliadas aos 15 dias. Embrapa Cerrados/ UnB, Brasila, DF, 2008.

Caracteres avaliados

Diametro Long. Diametro Transv. Didmetro Médio Area Lesada
Meédio (mm) Médio (mm) (mm) Média (mm?)
Média Geral 19,40 17,22 18,32 162,53
Minimo 6,5 8,0 7,25 20,86
Maximo 58 30,75 44,38 793,62
Var. Fenotipica 19,04 5,60 11,10 3761,08
Var. Ambiental 6,33 1,71 3,44 1181,05
Var. Genotipica 12,71 3,89 7,66 2580,03
Herd. (US= média familias) 66,74 69,48 69,00 68,59
CV genético(%) 18,37 11,45 15,10 31,25

Aos 15 dias observou-se um aumento dos didmetros,com isso0 0s materiais
suscetiveis, a lesdo atingiu a nervura central e lateral da folha.Nesse sentido a avaliagdo aos

10 dias permitiu uma maior diferenciacdo entre os materiais, como verificado na tabela 2.9.
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Tabela 2.9- Diametro Longitudinal Médio (DLM), Didmetro Transversal Médio (DTM), Diametro
Médio (DM) e Area Lesada Média (ALM) avaliados em nove familias de meio-
irmaos (FMI) de maracujazeiro doce, apos 10 e¢ 15 dias da inoculacdo com
Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae. Embrapa Cerrados/ UnB, Brasila, DF,

2008.
Caracteristicas Avaliadas

FMI DLM (mm) DTM (mm) DM (mm) ALM (mm?)

10 dias 15 dias 10 dias 15 dias 10 dias 15 dias 10 dias 15 dias
Tipo J 7,63 a 1431 a 9,46 a 14,13 a 8,54 a 1422 a 36,17 a 100,19 a
Tipo D 10,15 b 16,04 ab 10,44 a 15,33 ab 10,29 b 1569 ab 56,89 b 110,94 a
Tipo E 10,54 b 16,67 ab 11,9 bc 15,52 be 11,22 be 16,17 bc 53,64 b 118,83 ab

Silvestre N2 11,01 b 1745 b 11,73 b 16,65 bc 11,37 be 17,05 bc 62,14 b 136,69 ab

Tipo A 11,13 b 16,48 ab 13,00 ¢ 16,1 bc 12,06 cd 16,3 bc 6531 b 118,67 ab
Tipo I 12,65 ¢ 1871 b 1288 ¢ 1681 ¢ 12,76 d 17,76 ¢ 80,82 ¢ 15256 b
TipoG 13,58 ¢cd 2502 ¢ 1465d 2035de 14,12 ¢ 2269 d 87,85 cd 23445 ¢
Tipo F 14,42 d 2575 ¢ 15,69 de 19,38 d 15,05 ef 22,56 d 97,61 d 238,8 ¢

Silvestre N1 16,27 ¢ 242 ¢ 158 e 20,77 e 16,04 f 22,49 d 124,75 ¢ 251,69 ¢

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, a 5% de probabilidade, pelo teste de
Duncan

A familia ou acesso tipo J possui o maior nivel de resisténcia com base em todas
caracteristicas avaliadas aos 10 dias apds a inoculagdo, entretanto ndo diferiu do tipo D
quanto ao DTM. Apo6s 15 dias da inoculagdo, os acessos tipo J e tipo D apresentaram maior
nivel de resisténcia com base no DTM e DM. Considerando-se a ALM, aos 15 dias apds a
inoculagdo, as médias dos acessos tipo J, D, A, E e N2 nao diferiram estatisticamente.

Com relag@o aos acessos mais suscetiveis, destaca-se o tipo N1 com base em todas
as caracteristicas avaliadas aos 10 dias apos a inoculacdo. Entretanto, o mesmo nao diferiu
significativamente do tipo F quanto a DTM e DM. Com base nas caracteristicas avaliadas
apds 15 dias da inoculagdo, os acessos N1, F e G foram os mais suscetiveis.

Um aspecto que deve ser considerado foi relatado por TOKESHI (2006). Segundo
este autor, é nos centros de origem das plantas que estdo concentrados os mais altos graus
de resisténcia horizontal a doencas e, segundo LEITAO FILHO & ARANHA (1974),
citado por MELETTI & BRUCKENER (2001).

No presente trabalho, entretanto, um dos acessos nativos mostrou alta
suscetibilidade a bacteriose, fato que demonstra que, em alguns casos, acessos nativos
podem ndo proporcionar ganhos em resisténcia a alguns patégenos quando utilizados no
melhoramento genético.

Observa-se que todos os caracteres avaliados foram altamente significativos a 1%
de probabilidade. Constatou-se correlagdes positivas fortes ou muito fortes entre todas as
caracteristicas avaliadas. Cabe ressaltar que a correlacdo observada entre a area lesada
média e o didmetro longitudinal médio ( 0,98) foi maior que aquela observada entre esta

caracteristica e o didmetro transversal médio (0,9048). Portanto, os resultados indicam uma
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maior importdncia do didmetro longitudinal na estimativa da 4area lesada e,

conseqiientemente, na inferéncia da severidade da doenca ( tabela 2.10).

Tabela 2.10- Estimativas dos coeficientes de correlagdo de Pearson entre cinco caracteres
estudados na avaliagdo da bactéria Xanthomonas axonopodis pv.passiflorae em
maracujazeiro doce avaliados em casa de vegetagdo, considerando os dados de todas
as plantas. Embrapa Cerrados/ UnB, Brasila, DF, 2008.

Caracteres DLM DTM DML ALM
DLM -

DTM 088617 -

DML 0,9865"  0,9498" -

ALM 0,98 0,9048" 0,9795" -

**: Significativo a 1% de probabilidade, pelo teste t.
DLM(diametro longitudinal média), DTM(didmetro transversal média),
DML(diametro médio da lesdo),ALM(area lesada média).

E importante ressaltar as diferengas dos resultados obtidos em campo e em casa-de-
vegetacdo. Em primeiro lugar, deve-se considerar que as avaliagdes em campo foram
realizadas em plantas jovens com um més ap0s seu transplantio, ndo se realizou inoculagao
artificial a disseminag@o da doenga foi feita de maneira natural. Dessa forma € possivel que
alguns acessos ndo tenham apresentado lesdes em fungdo da velocidade de dispersdo da
bactéria,e ndo devido a um maior nivel de resisténcia. Em segundo lugar deve-se
considerar o método de inoculagdo artificial utilizado em casa de vegetagdo. A penetracio
da bactéria em condicdes de campo ocorre em ferimentos ou aberturas naturais, tais como
estomatos ¢ hidatédios. O método de inoculagdo artificial baseado em ferimentos
mecanicos compromete integralmente a resisténcia fisica ou estrutural pré-existente na
planta.

Os fatores que se tém atribuido os mecanismos de resisténcia das plantas &s
doencas sdo inimeros. Esses fatores podem agrupar-se em barreiras fisicas e quimicas.
Segundo RODRIGUES JUNIOR (1980), a espessura ¢ dureza da cuticula e da parede
externa das células epidérmicas, a presencga e distribuicdo de esclerénquima, dentre outros,
sdo considerados como barreiras estruturais ou fisicas a entrada do patégeno. Portanto, ¢
importante esclarecer, como algumas familias podem ter se comportado como suscetiveis
em casa de vegetagdo, ao contrario do observado em campo a exemplo dos acessos N1, F e

G.
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Deve-se considerar que a sele¢do de materiais de maracujazeiro doce promissores
ndo envolve somente a andlise de resisténcia a doengas, mas também pardmetros
relacionados a qualidade de frutos e produtividade. Outros estudos relacionados a estes
aspectos, complementando as andlises de resisténcia, sdo de grande valia para o
melhoramento genético desta espécie e estdo sendo alvo de outros trabalhos conduzidos na
Embrapa Cerrados.

De acordo os resultados obtidos na tabela 2.9, para caracteristica Area Lesada
Média, aos 10 dias apo6s a inoculagdo, sugere-se uma escala de niveis de resisténcia a
bacteriose para condi¢cdes de casa de vegetacdo (tabela 2.11), segundo a metodologia

adotada no presente trabalho.

Tabela 2.11- Escala sugerida. Niveis de resisténcia a bacteriose em condicdes de casa de
vegetacdo. Embrapa Cerrados/ UnB, Brasila, DF, 2008.

Area lesada média em mm’ Niveis de resisténcia
0 Assintomatico
Imm?” a 25 mm? Resistente — R
26 mm” a 50 mm’ Moderadamente Suscetivel — MS
51 mm® a 75 mm’ Susceptivel — S

2

76 mm’ a >100 mm Altamente Susceptivel — AS

Fazendo-se uma andlise comparativa entre as familias, utilizando-se informagdes do
teste de médias, podemos inferir que o acesso tipo J foi o menos susceptivel, os acessos
tipo D, E, N2 e A foram suscetiveis, os acessos tipo I, G , F e N1 foram altamente

suscetiveis.
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4. CONCLUSOES

Com base na avaliagdo a campo, nao foi verificado efeito significativo das familias
de meio irmaos sobre a resisténcia a bacteriose, contudo houve uma alta fonte de variagao

entre plantas dentro das familias, com a presenca de plantas menos suscetiveis.

Em condi¢des controladas de casa-de-vegetacdo, além da alta variagdo entre plantas
dentro das familias, houve efeito significativo das familias com base nas caracteristicas

avaliadas aos 10 e 15 dias ap0s a inoculag@o.
Os acessos com maior grau de resisténcia foi o tipo J, seguido do acesso tipo D.

O acesso com maior grau de suscetibilidade foi o tipo N1, seguido dos acessos tipos

FeG.
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CAPITULO III

RESISTENCIA DE ACESSOS DE MARACUJAZEIRO-DOCE A VIROSE DO
ENDURECIMENTO DOS FRUTOS EM CONDICOES DE CAMPO E CASA DE
VEGETACAO

80



RESISTENCIA DE ACESSOS DE MARACUJAZEIRO-DOCE A VIROSE DO
ENDURECIMENTO DOS FRUTOS EM CONDICOES DE CAMPO E CASA DE
VEGETACAO

Resumo - O endurecimento dos frutos pode ser causado por duas espécies de virus
(Passionfruit woodiness virus, PWV e Cowpea aphid-borne mosaic virus, CABMV) e ¢
considerada a principal virose da cultura do maracujazeiro-doce (Passiflora alata Curtis).
A identificagdo de fontes de resisténcia ¢ a etapa basica de todo programa de
melhoramento genético. Nesse sentido, objetivou-se, nesse trabalho, avaliar a resisténcia
de nove acessos de maracujazeiro-doce (sete acessos obtidos de populacdo cultivada e dois
silvestres) a virose do endurecimento do fruto em condi¢des de campo e casa-de-
vegetacdo. Em condi¢des de campo, o delineamento experimental foi em blocos
casualizados com quatro repeticdes e seis plantas por parcela, totalizando 24 plantas por
acesso. A avaliagdo da infecgdo viral foi feita pela leitura da expressdo dos sintomas do
virus expressos na planta através de uma escala de notas para planta e para folha. A
incidéncia variou de 41,7 a 91,7% em condi¢des de campo e 60 a 100% em casa-de-
vegetacdo com coeficientes de variacao de 24,2% e 15,9%, respectivamente. Em condigdes
controladas, em cada acesso, a inoculacao foi feita mecanicamente em 20 plantas com duas
folhas expandidas, utilizando-se um isolado coletado no Distrito Federal. Considerando-se
apenas a incidéncia, os acessos com maior nivel de resisténcia tanto em campo quanto em
casa-de-vegetacdo foram os dois acessos silvestres N1 e N2. Entre os comerciais, 0s
acessos com maior resisténcia foi o acesso tipo F em condi¢des de campo e o acesso A em
condi¢des de casa-de-vegetacdo Em condi¢des de campo, a incidéncia e a severidade da
virose aumentaram ao longo do tempo, possivelmente devido a maior disseminagdo do
virus pelo vetor. Com base na primeira avaliacdo, foi verificado em condi¢des de campo
um nivel de resisténcia superior ao verificado em casa-de-vegetacdo, havendo uma
correlagdo positiva e significativa de 0,58 entre esses dados. Observou-se diferencas do
nivel de resisténcia entre plantas de mesma familia. A maior resisténcia dos acessos
silvestres evidencia a importancia desses materiais para programas de melhoramento

genético do maracujazeiro-doce.

Palavras chaves: Passiflora alata Curtis, Passionfruit woodiness virus, (PWV) e Cowpea

aphid-borne mosaic virus ( CABMYV), incidéncia, severidade.
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RESISTANCE OF SWEET PASSION FRUIT ACCESSES TO THE WOODINESS
VIRUSES UNDER GREENHOUSE AND FIELD CONDITIONS

Abstract - The woodiness of the fruit can be caused by two types of viruses (Passion fruit
Woodiness Virus, PWV, and Cowpea Aphid-Borne Mosaic Virus, CABMV), and is
considered sweet passion fruit (Passiflora alata Curtis) main viruses. The identification of
resistance sources is the basic stage of any breeding program. Therefore, this study's
objective was to evaluate the resistance of nine sweet passion fruit accesses (seven
obtained from cultivated population and two wild accesses to the woodiness viruses under
greenhouse and field conditions. Under field conditions, the experimental design was in
randomized blocks with four replications and six plants per plot, totaling 24 plants per
access. The viral infection was evaluated by the reading of the expression of virus
symptoms in the plant, through a scale of grades for plant and leaf. The incidence ranged
from 41.7 to 91.7% under field conditions and from 60 to 100% in the greenhouse with
variation coefficients of 24.2% and 15.9% respectively. Under controlled conditions, in
each access, the inoculation was produced mechanically in 20 plants with two expanded
leaves, using an isolate collected in Distrito Federal. Taking in consideration only the
incidence, the access with higher resistance level,either under greenhouse and at the field,
were the two wild accesses N1 and N2. Among the commercial samples, the access with
higher resistance was the type F, under field conditions, and the A, under greenhouse
conditions. Under field conditions, viruses incidence and severity increased over time,
possibly due to a greater virus dissemination by the vector. Based on the initial assessment,
it was verified under field conditions, a resistance level superior to the one in the
greenhouse, with a positive and significant correlation of 0.58 between these data. There
were observed differences in the resistance level between plants of the same family. The
highest resistance of wild accesses highlights the importance of such materials for sweet

passion fruit genetic breeding programs.

Key words: Passiflora alata Curtis, Passionfruit woodiness virus, (PWV) ,Cowpea aphid-

borne mosaic virus ( CABMYV), incidence, severity.
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1. INTRODUCAO

A cultura do maracujazeiro ocupou no Brasil, em 2006, uma area superior a 44.363
ha. (IBGE, 2008) havendo produ¢do comercial em praticamente todos os estados (FNP,
2006). A producdo apresenta tendéncia de expansdo devido ao aumento de demanda e
pregos considerados atraentes (AGUIAR & SANTOS, 2001; PIRES & MATA, 2004).

De 1990 a 2000, a produtividade média do maracujéd azedo no Brasil diminuiu,
passando de 12,5 t/ ha para 9,9 t/ha, ou seja, uma reducdo de 21%. A explicacdo dos
especialistas para essa redugdo na produtividade estd relacionada com a ocorréncia de
patogenos como a virose do endurecimento do fruto.

O endurecimento dos frutos pode ser causado por duas espécies de virus
(Passionfruit woodiness virus, PWV, e Cowpea aphid-borne mosaic virus, CABMV) e ¢
considerada a principal virose da cultura do maracujazeiro, podendo atingir 100% das
plantas em pomares afetados. O PWV e o CABMYV sio espécies do género Potyvirus
transmitidos por afideos e mecanicamente (ZERBINI et al, 2005). Plantas infectadas
apresentam mosaico foliar que pode ser acompanhado ou ndo de bolhosidade e
deformacdo. Os frutos podem apresentar-se deformados, pequenos e duros, ocorre redugao
significativa da area foliar e do peso da parte aérea e do sistema radicular da planta. Como
a producdo do maracujazeiro estd diretamente relacionada ao enfolhamento, os efeitos sio
nitidos.(GIORIA, 1999).

A identificagdo de fontes de resisténcia é a etapa basica de todo programa de
melhoramento genético. As linhas de pesquisa atualmente desenvolvidas, concentram-se
principalmente na obtencdo de cultivares com resisténcia a moléstia, seja incorporando
genes de resisténcia nas cultivares-elite, seja no desenvolvimento de novas cultivares. A
identificacdo de fontes de resisténcia ¢ uma demanda para as pesquisas e a primeira etapa
quando pensamos na obten¢do da resisténcia genética via programas de melhoramento
Nesse sentido, objetivou-se, nesse trabalho, avaliar a resisténcia de nove acessos de
maracujazeiro-doce (sete acessos obtidos de populagdo cultivada e dois silvestres) a virose

do endurecimento dos frutos em condigdes controladas de campo e em casa-de-vegetagio.
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2. MATERIAL E METODOS

Avaliacio da virose em condicées de campo

Os experimentos para avaliagdo de resisténcia ao virus em condi¢des de campo
foram implantados conforme a metodologia descrita no capitulo anterior. O material
genético utilizados na avaliacdo da virose sdo os mesmos materiais utilizados no capitulo
anterior, (sete acessos obtidos de populacdo cultivada e dois acessos silvestres) O
experimento foi estabelecido em novembro de 2005, utilizando o delineamento em blocos
casualizados, com quatro repeti¢des e seis plantas por parcela, totalizando 24 plantas por
familia de meio irmdos (FMI). As avaliagdes da infec¢do viral em plantas foram realizadas
em dezembro de 2005, janeiro de 2006 e outubro de 2006 e outubro de 2006 (avaliacdo

aleatoria de folhas).

A leitura da expressdo dos sintomas do virus expressos na planta foi realizada
através da escala de notas apresentada na tabela 3. Nas avaliacdes de outubro de 2006,
também foi analisado 10 folhas por planta, coletadas aleatoriamente, colocadas em sacos
de papel identificados e levadas ao laboratorio para andlise dos sintomas da infeccdo do

virus, que foram determinadas através da escala de notas apresentadas na Tabela 3.1.

Tabela 3. Escala de notas utilizadas para avaliagdo de virose em plantas de maracujazeiro doce,
conforme proposto por JUNQUEIRA et al. (2003), com modificagcdes. Embrapa
Cerrados/ UnB, Brasila, DF, 2008.

Nota Sintomatologia Visual da Planta
1 Plantas sem sintomas de mosaico (Resistente —R)
2 Planta apresentando mosaico leve visivel em menos de 50% das folhas
(Medianamente Suscetivel — MS)
3 Plantas com mosaico leve em todos os ramos
(Suscetivel — S)
4 Plantas cujas folhas apresentarem mosaico intenso, reducido no tamanho ou

deformacdes foliares e bolhas (Altamente suscetivel - AS)
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Tabela 3.1. Escala de notas utilizadas para avaliacdo da virose em folhas de maracujazeiro doce,
conforme proposto por JUNQUEIRA et al. (2003) com modificagdes. Embrapa
Cerrados/ UnB, Brasila, DF, 2008.

Nota Sintomatologia Visual da Folha
1 Folha sem sintoma de mosaico (Resistente —R)
2 Folha apresentando mosaico leve e sem deformacdes foliares
(Medianamente Suscetivel — MS)
3 Folha apresentando mosaico intenso (Suscetivel — S)

4 Folha apresentando mosaico intenso, redu¢do no tamanho, deformagdes,
bolhas (Altamente suscetivel - AS)

Figura 3- Escala de notas utilizada na avaliagdo do Virus do Endurecimento dos Frutos,
referenciados na tabela 3.1: A -nota 1, B —nota 2, C — nota 3, D — nota 4. Embrapa
Cerrados/ UnB, Brasila, DF, 2008.
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