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RESUMO

OLIVEIRA, Silvia Paula de, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de 2019.
Dissomia uniparental em hibrido interespecifico de Passiflora edulis x Passiflora
mucronata, seu potencial como porta-enxerto e resisténcia a fusariose. Orientador: Claudio
Horst Bruckner. Coorientadores: Carlos Eduardo Magalhaes dos Santos, Olinto Liparini Pereira
e Eveline Teixeira Caixeta.

O Brasil é o maior produtor de maracujd do mundo, sendo seus pomares formados
principalmente por sementes, o que propicia grande variabilidade genética e desuniformidade.
Visando maior uniformidade, assim como a manutencao do material e uso de espécies silvestres
e hibridos como fonte de resisténcia e/ou rusticidade, o uso de propagagdo vegetativa como
estaquia e enxertia pode ser constantemente visto na literatura em diferentes estudos. As
espécies de Passiflora e seus hibridos sdo atraentes por suas caracteristicas exoticas,
adaptabilidade natural, potencial de resisténcia de algumas espécies silvestres e variabilidade
genética inter e intraespecifica; existindo espécies de Passiflora que se demonstram resistentes
a doencgas que ocorrem no maracujazeiro tornando-se necessario estudos sobre o uso da enxertia
nessas espécies para o uso de tais caracteristicas. Assim, este trabalho teve como objetivo:
realizar a confirmacdo de hibridos interespecificos de Passiflora edulis x Passiflora mucronata;
selecionar os gendtipos de maracujazeiro quanto a resisténcia a Fusariose; avaliar a influéncia
do niimero de folhas e da aplicacio de AIB (Acido Indolbutirico) na estaquia caulinar dos
hibridos; e analisar o potencial uso do maracujazeiro e do hibrido interespecifico como porta-
enxerto. O presente trabalho visou avaliar as progé€nies oriundas de cruzamentos
interespecificos entre P. edulis x P. mucronata, bem como seu potencial uso como porta-
enxerto resistente a Fusariose. O trabalho € constituido de quatro capitulos, com o primeiro
abordando a caracterizagdo morfologica, mensuracio do conteido de DNA nuclear,
confirmacdo da hibridagdo por meio de marcadores microssatélites (SSR) e confirmacdo da
alopoliploidia por meio da hibridizacdo gendmica in situ (GISH). O segundo capitulo abrange
a avaliacdo quanto a resisténcia a Fusariose. O terceiro capitulo trata dos testes de enraizamento
de estacas caulinares dos hibridos com estacas com uma e duas folhas reduzidas a metade,
ambas submetidas a aplicac@o de diferentes concentragdes de dcido indolbutirico (0, 500, 1000,
1500 e 2000 mg L' AIB). E o quarto capitulo versa sobre a viabilidade da enxertia e o
desenvolvimento inicial de maracujazeiro-azedo (P. edulis) enxertado sobre espécie silvestre
P. mucronata, hibridos e P. edulis UFV-M7. Os resultados obtidos demonstram que os
cromossomos dos possiveis hibridos apresentam apenas material paterno. O que é confirmado

por meio dos marcadores SSR. Por meio destes, é possivel inferir que ndo houve duplicagao do
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material genético dos pais, pois em alguns primers os hibridos se apresentam em heterozigose.
As plantas avaliadas nao sofreram altera¢des em sua ploidia, segundo a andlise do contetido de
DNA. Por fim, morfologicamente, os hibridos apresentam as mesmas caracteristicas dos
genitores paternos (P. mucronata) e apresentam esterilidade. Apresentando dissomia
uniparental com eliminagdo seletiva dos cromossomos maternos. As plantas inoculadas com F.
oxysporum f. sp. passiflorae apresentaram um mecanismo de defesa dos gendtipos P.
mucronata e M7-UFV, por meio da formacdo de géis e novas raizes adventicias que podem
auxiliar em sua sobrevivéncia. Além disso, constatou-se que os possiveis hibridos foram
suscetiveis, fato esse dado pela baixa producdo de raizes das estacas. Os resultados obtidos
pelas inoculacdes de F. solani ndao permitiram identificar fatores de resisténcia ou
suscetibilidade, pois os tratamentos inoculados ndo diferiram das testemunhas. O uso de AIB
foi significativo apenas nas varidveis numero de raizes e percentagem de estacas vivas sem raiz.
As estacas com uma folha e com a aplicagio de AIB na concentracdo de 2000 mg L
promoveram a maior percentagem de enraizamento. Assim, nas condi¢des estudadas, o uso de
AIB foi indispensével para produgdo de estacas. A percentagem de pegamento da enxertia foi
de 100% para as combinacgdes P. edulissfUFV-MT7 e P. edulis/BRS Sol do Cerrado, ja as
combinacdes P. edulis/P. mucronata e P. edulis/Hibrido apresentaram menor pegamento. O
maior diametro do enxerto foi apresentado por P. edulis/fUFV-M7 e P. edulis/BRS Sol do

Cerrado, indicando maior compatibilidade de enxertia dentro da mesma espécie.
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ABSTRACT

OLIVEIRA, Silvia Paula de, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February, 2019.
Uniparental dissymia in interspecific hybrid of Passiflora edulis x Passiflora mucronate,
its potential as rootstock and resistance to fusariosis. Adviser: Claudio Horst Bruckner. Co-
advisers: Carlos Eduardo Magalhdes dos Santos, Olinto Liparini Pereira and Eveline Teixeira
Caixeta.

Brazil is the largest producer of passion fruit in the world, with its orchards mainly composed
of seeds, which provides great genetic variability and unevenness. Aiming for greater
uniformity, as well as the maintenance of the material and use of wild and hybrid species as a
source of resistance and/or rusticity, the use of vegetative propagation such as cutting and
grafting can be constantly seen in the literature in different studies. Passiflora species and their
hybrids are attractive because of their exotic characteristics, natural adaptability, resistance
potential of some wild species and inter and intraspecific genetic variability; there are
Fassiflora species that are resistant to diseases that occur in passion fruit, making it necessary
to study the use of grafting in these species for the use of such characteristics. Thus, this work
had as objective: to carry out the confirmation of interspecific hybrids of Passiflora edulis x
Passiflora mucronata; to select the passion fruit genotypes for resistance to Fusarium; to
evaluate the influence of the number of leaves and the application of IBA (Indolbutyric Acid)
on the stem cutting of the hybrids; and to analyze the potential use of passion fruit and
interspecific hybrid as rootstock. The present work aimed to evaluate the progenies from
interspecific crosses between P. edulis and P. mucronata, as well as their potential use as
rootstock resistant to Fusariosis. The work consists of four chapters, the first one dealing with
morphological characterization, measurement of nuclear DNA content, confirmation of
hybridization by microsatellite markers (SSR) and confirmation of allopolyploidy by genomic
in situ hybridization (GISH). The second chapter covers the evaluation of Fusarium resistance.
The third chapter deals with the tests of rooting stem cuttings of the hybrids with cuttings with
one and two leaves reduced by half, both submitted to the application of different concentrations
of indolebutyric acid (0, 500, 1000, 1500 and 2000 mg L-1 AIB). And the fourth chapter deals
with the viability of grafting and the initial development of passion fruit sour (P. edulis) grafted
on wild species P. mucronata, hybrids and P. edulis UFV-M7. The results obtained show that
the chromosomes of the possible hybrids present only paternal material. This is confirmed
through the SSR markers. By means of these, it is possible to infer that there was no duplication
of the genetic material of the parents, because in some primers hybrids present in heterozygosis.

The evaluated plants did not undergo changes in their ploidy, according to the analysis of the
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DNA content. Finally, morphologically, the hybrids have the same characteristics of the
paternal parents (P. mucronata) and present sterility. Presenting uniparental disomy with
selective elimination of the maternal chromosomes. Plants inoculated with F. oxysporum f. sp.
passiflorae presented a mechanism of defense of the genotypes P. mucronata and M7-UFV,
through the formation of gels and new adventitious roots that can aid in its survival. In addition,
it was verified that the possible hybrids were susceptible, fact given by the low production of
roots of the cuttings. The results obtained by the inoculations of F. solani did not allow the
identification of resistance or susceptibility factors, since the treatments inoculated did not
differ from the controls. The use of AIB was significant only in the number of roots and
percentage of live cuttings without roots. The cuttings with a leaf and with the application of
AIB in the concentration of 2000 mg L-1 promoted the greater percentage of rooting. Thus,
under the conditions studied, the use of AIB was indispensable for the production of cuttings.
The percentage of grafting glue was 100% for the combinations P. edulis/UFV-M7 and P.
edulis/BRS Sol do Cerrado, already the combinations P. edulis/P. mucronata and P.
edulis/Hybrid presented smaller glue. The largest diameter of the graft was presented by P.
edulis/UFV-MT and P. edulis/BRS Sol do Cerrado, indicating greater compatibility of grafting

within the same species.
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INTRODUCAO GERAL

A familia Passifloraceae apresenta grande diversidade genética, ainda pouco explorada,
em virtude do elevado nimero de géneros e espécies que a compde (Feuillet e MacDougal,
2004). Passiflora é o género mais importante desta familia, com cerca de 576 espécies, as quais
apresentam interesse ornamental, farmacéutico, nutricional e industrial (Yockteng et al., 2011).

Atualmente, a Colombia é o pais com a maior diversidade desse género com 171
espécies (Ocampo et al., 2010), seguido do Brasil onde sdo encontradas 150 espécies de
Passiflora, sendo 87 endémicas. O Brasil é considerado uma fonte germoplasma com grande
diversidade e muito importante para o0 melhoramento genético do género Passiflora (Bernacci
et al., 2015).

Essa elevada diversidade genética do maracujazeiro pode ser explicada devido a maioria
das espécies serem alégamas e autoincompativeis, o que favorece a poliniza¢do cruzada e o
fluxo génico entre diferentes genotipos da mesma espécie ou de espécies diferentes (Ganga et
al., 2004).

As espécies de Passiflora e seus hibridos sdo atraentes por suas caracteristicas exdticas
como: flores unicas, com filamentos de coroa coloridos, por sua morfologia diversa,
androginéforo proeminente, nectdrio elaborado, sépalas coloridas, folhagem exuberante e
frutos comestiveis, além da sua adaptabilidade natural e variabilidade genética inter e
intraespecifica (Calevo et al., 2016). Segundo Junqueira et al. (2005), fatores como a ocorréncia
de pragas e patdgenos, tais como fungos, bactérias e virus, influenciam a produtividade do
maracujazeiro. As doengas fingicas, principalmente as causadas por Fusariose, sdo as que mais
afetam o maracujazeiro, causando danos desde a fase de sementeira até a fase adulta, afetando
ndo somente a parte aérea (flores, folhas, frutos e caules), mas também o sistema radicular
(Santos Filho e Santos, 2003). Por outro lado, a antracnose (Colletotrichum gloeosporioides),
segundo Souza (2005), € uma doenca que causa danos de pds-colheita.

No que se refere as doencas bacterianas mais conhecidas no maracujazeiro, destacam-
se o cancro-bacteriano (Xanthomonas campestris pv. Passiflorae) e a murcha e podridao de
raizes (Ralstonia solanacearum) (Santos Filho e Santos, 2003). J4 as doencas virais encontradas
no maracujazeiro podem ser exemplificadas a partir de seus trés tipos principais: o
endurecimento do fruto, 0 mosaico € 0 mosaico-amarelo, os quais sdo causados por CABMV

(Cowpea aphid-borne mosaic virus), CMV (Cucumber mosaic virus) e PYMV (Passion fruit



yellow virus), respectivamente (Barbosa e Santos Filho, 2003). Além de fungos, bactérias e
virus, os nematoides das espécies de Meloidogyne e Rotylenchulus reniformis representam
importantes agentes causais de perdas econdmicas na cultura do maracujazeiro, e podem estar
ligados com os demais patdgenos citados, causando limitagdes de produgdo dos frutos e redugdo
na longevidade da planta (Sharma et al., 2004).

Diferentes estudos comprovam que na cultura do maracujazeiro ha possiveis fontes de
resisténcia a bacteriose e antracnose em acessos de P. edulis. As espécies silvestres P. suberosa,
P. alata, P. coccinea, P. gibertii e P. setacea, apresentam resisténcia a morte prematura de
plantas (Silva et al., 2013) e em P. actinia, P. setacea e P. coccinea para resisténcia a viroses.
P. odontophylla, P. gibertii, P. caerulea, P. actinia e P. mucronata sao fontes de resisténcia a
bacteriose e P. serrato-digitata, P. gibertii, P. coccinea, P. actinia, P. setacea, P. mucronata,
P. nitida e P. caerulea a antracnose (Oliveira et al., 2009; Faleiro e Junqueira, 2005, Faleiro et
al., 2011).

Atualmente, na fruticultura, o uso de mudas com alto padrdo de qualidade genética e
sanitiria sdo relevantes para a formagdo dos pomares. Assim, diversos trabalhos tém
demonstrado a importancia da escolha de porta-enxertos, para uso na transferéncia dessas
carateristicas no campo e também por sua influéncia no vigor da planta, qualidade do fruto e na
produtividade (Ribas et al., 2007; Rocha et al., 2007; Picolotto et al., 2009; Schimitz et al.,
2012).

Portanto, este trabalho teve como objetivos: realizar a confirmacdo da condicao
homoploide dos possiveis hibridos interespecificos de Passiflora edulis x Passiflora
mucronata; selecionar os genétipos de maracujazeiro quanto a resisténcia a Fusariose; avaliar
a influéncia do nimero de folhas e da aplicacdo de AIB na estaquia caulinar de hibridos de
Passiflora edulis x Passiflora mucronata; analisar o potencial uso do maracujazeiro e do

possivel hibrido interespecifico como porta-enxerto.



REFERENCIAL TEORICO

Hibridacao interespecifica em maracujazeiro

Virias pesquisas no Brasil e no mundo vém buscando solu¢des no melhoramento
genético por meio da gera¢do de gendtipos e hibridos com maior resisténcia as doengas do
maracujazeiro. A hibridacdo é um método utilizado para transferir caracteristicas desejaveis
entre plantas de potencial, visando lancar variedades que atendam as necessidades do produtor.
A hibridacdo ocorre pela fusdo de células reprodutivas geneticamente diferentes, gerando
hibridos heterozigdticos, para um ou mais locos (Borém e Miranda, 2013). A denominagdo
hibrido intraespecifico e interespecifico caracteriza, respectivamente, ao cruzamento que ocorre
entre a mesma espécie e aqueles que envolvem espécies diferentes.

As hibridagdes em maracujazeiro, podem ser usadas para melhoria fisica, quimica ou
sensorial de alguma espécie de interesse para o mercado consumidor (Junqueira et al., 2008).
Também segundo os autores, as hibrida¢des podem ser empregadas para a conservagao de
germoplasma silvestre de dificil manutencao em Bancos de Germoplasma ou em Colecdes por
serem altamente suscetiveis a doencas e pragas ou ao frio, além de apresentarem potencial
ornamental. As espécies silvestres de Passiflora constituem um potencial recurso genético para
o melhoramento das espécies cultivadas. Tais espécies possuem genes relacionados a
adaptacdo, como tolerancia a seca, inundagdes, calor e frio, ou resisténcia a pragas e doengas
(Yockteng et al., 2011).

De acordo com Fischer (2004), mais de 500 hibridos ja foram produzidos artificialmente
em Passiflora, confirmando a facilidade de hibridacdo. Tais estudos de compatibilidade
interespecifica em Passiflora forneceram informagdes valiosas sobre a compatibilidade cruzada
de algumas espécies com valor ornamental e qualidade do fruto (Abreu et al., 2009; Cerqueira-
Silva et al., 2014a).

Das hibridacdes bem-sucedidas na literatura pode-se citar: P. racemosa Brot x P.
caerulea (Sabine 1822, Kugler e Wetschnig,1991); P. caerulea x P. incarnata L., P. alata x P.
caerulea e P. alata x P. quadrangularis (Darwin,1876); P. edulis f. edulis x P. edulis f.
Sflavicarpa (Knight, 1972); P. edulis f. edulis '"Kahuna' x P. edulis f. flavicarpa (Knignt,1973);
P. incarnata e P. cincinnata, (Knignt,1973); P. edulis x P. caerulea (King, 2000); P. gilbertiana
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J.M. MacDougal x P. jorullensis H. B. K (Vanderplank 2000); Passiflora «Albo-nigra», P.
«Amethyst», P. «Estrela de Bristol», P. «Estrela de Kingston» e outros hibridos os quais sdo
comercializados e utilizados na decoragdo de estufas americanas e europeias (Vanderplank
2000, Ulmer e MacDougal 2004); P. sublanceolata x P. foetida, e P. gardneri x P. gibertii
(Ulmer e MacDougal, 2004); e P. edulis x P. cincinnata (Coelho et al., 2016).

Em Queensland, P. edulis foi cruzado com P. incarnata (Kajewski, 1941) produzindo
hibridos altamente estéreis, o que também foi confirmado por Knight (1991), que realizaram
duplicagdes de cromossomo para restaurar a fertilidade parcial. Resultados contrarios para o
mesmo cruzamento foram citados por Beal (1972, 1975), que produziu alguns hibridos férteis.
Outro hibrido estéril foi produzido por Beckett (1960) entre P. quadrangularis e P. racemosa
(denominada P. x caponii), cujas plantas foram triploides altamente estéreis.

Apesar da relativa facilidade em realizar cruzamento interespecificos, a compatibilidade
entre os cruzamentos pode ser varidvel em consequéncias das diferencas no ndmero de
cromossomos, tamanho do genoma, relacdo filogenética (distdncia taxondOmica entre as
espécies), morfologia floral e fatores ecolégicos, que podem interferir na formacao do fruto
(Bugallo et al., 2011, Rego et al., 1999, Van Tuyl e De Jeu, 1997). Existem barreiras pré e pOs-
zigdbticas que impedem a hibrida¢do (Brandvain e Haig, 2005). Essas barreiras ocorrem em trés
etapas: durante a fertilizacdo, na formacdo de embrides e no desenvolvimento dos frutos
(Brandvain e Haig, 2005). Exemplos de barreiras presentes em cruzamentos, foram relatados
em cruzamentos com P. foetida, com 2n = 20 cromossomos quando cruzada com outras
espécies (2n =18 cromossomos). Escobar (1985) obteve sementes de tamanho varidvel nos
frutos do cruzamento entre P. manicata X P. molissima. Resultados semelhantes foram
encontrados por Payan e Martin (1975), Bugallo et al. (2011) e Conceic¢do et al. (2011), os quais
indicaram que a segunda barreira a hibridagc@o na Passiflora é o aborto da semente. Segundo
Kinoshita (2007), a ultima barreia encontrada estd relacionada a formacdo de embrides,
causando aborto embriondrio e baixa germinagcdo, que podem ocorrer por um erro no
desenvolvimento do endosperma ou embrido, incompatibilidade embrio-endosperma ou
dorméncia das sementes.

A obtencdo de hibridos em Passiflora é uma técnica recentemente adotada, sendo pouco
o conhecimento sobre o comportamento produtivo e a qualidade de frutos deste tipo de material
(Freitas et al., 2012), havendo a necessidade de pesquisas para liberagdo de cultivares que
combinem essas caracteristicas com a resisténcia (Faleiro et al., 2011, Faleiro et al., 2005,

Junqueira et al., 2003).



Uso de marcadores moleculares em maracujazeiro e citogenética

A utilizacdo de marcadores moleculares aprimorou os trabalhos de melhoramento,
ampliando as metodologias, niimero e a acuricia na selecio das caracteristicas, minimizando o
tempo gasto para o melhoramento (Cerqueira-Silva et al., 2014a). O uso de marcadores
moleculares teve seu marco inicial em 1959, quando Markert e Moller (1959) introduziram o
conceito de isoenzimas e aplicaram seu protocolo em trabalhos de variabilidade, dispersao,
evolucdo e andlises filogé€nicas. Iniciaram-se, assim, as pesquisas para obtencdo de novas
técnicas com marcadores moleculares e sua utilizacdo em planta e animais. Em maracuja, o
primeiro registro foi em 1998 com uso de marcadores RAPD (Randon Amplified Polymorphic
DNA), este ultimo foi utilizado para avaliar a diversidade entre 52 acessos de 14 espécies de
maracuja (Fajardo et al., 1998). A partir de entdo novas técnicas vém sendo utilizadas para os

mais diversos fins (Figura 1).
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Figura 1: Linha cronoldgica dos principais marcadores moleculares utilizados no género
Fassiflora. Fonte: Adaptado de Cerqueira-Silva et al. (2014a). RFLP — Restriction Fragment
Length Polymorphism; PCR — Polymerase Chain Reaction; SSR — Simple Sequence Reapeat;
RGA - Resistance Genes Analogs; AFLP — Amplified Fragment Length Polymorphism; ISSR
— Inter-simple Sequence Repeats; RAPD - Randon Amplified Polymorphic DNA; SNP — Single
Nucleotide Polymorphism.



Nos ultimos anos, trabalhos de diversidade genética e adaptacdes de protocolos para
melhor extragdo de DNA em espécies como P. foetida (Bellon et al., 2014; Lade et al., 2014) e
uso de marcadores RAPD foram realizados. Isso ocorre pelo fato da técnica de RAPD empregar
primers de sequéncia arbitrdria, ndo necessitando de um conhecimento genético prévio da
espécie, além de ter baixo custo, facilidade e rapidez de uso e demandar baixa quantidade de
DNA nas anélises, podendo ser utilizado em espécies com pequena populacdo ou aquelas em
extin¢do (Lacerda et al., 2002). Sua capacidade de detectar polimorfismo de forma simples e
rdpida e sua eficiéncia em identificar marcadores mais proximamente ligados permite utiliza-
lo em fingerprinting, na distingdo de espécies ou clones e no mapeamento de regides com
sequéncias repetitivas (Brammer, 2000).

Importante ressaltar que os marcadores moleculares RAPD sdo de cardter dominante, o
que impossibilita seu uso para estudos genéticos que necessitam da avaliagdo de heterozigotos,
pois locos heterozigotos e homozigotos dominantes nio sdo diferenciados na amplificacao do
gel. Outra desvantagem apresentada € a baixa repetibilidade da técnica (Lacerda et al.,2002).

Assim como o RAPD, o marcador molecular de repeticdes de sequéncia inter-simples
(ISSR) também nao necessita do conhecimento prévio da sequéncia do primer, é tipicamente
neutro e apresenta cardter dominante, sendo capaz de amplificar varios locos (em média 7
locos). Ao contrario dos marcadores RAPD, os ISSRs sdo altamente reprodutiveis e bastante
informativos. Em maracujazeiro, estdo sendo empregados em estudos de diversidade genética
(Carmo et al., 2017; Pereira et al., 2015).

Em contrapartida, os microssatélites (SSR — Sequéncia Simples Repetida) possuem
carater codominante, constituem- se de pequenas sequéncias de pares de base, identificando
apenas um loco no genoma, necessitando do conhecimento prévio da sequéncia do primer. Sao
os marcadores mais polimorficos, com alta taxa de mutacido e sdo multialélicos (Brammer,
2000).

Estes tém sido introduzidos nos trabalhos com maracujazeiro, em estudos de diversidade
genética (Silva et al., 2014; Bernal-Parra et al., 2014), amplificacdo cruzada de primers pré-
estabelecidos para P. edulis, P. alata e P. cincinnata em espécies silvestres de maracujd (Silva
et al., 2014; Cerqueira-Silva et al., 2014b; Cerqueira-Silva et al., 2014c) e genotipagem de
hibridos e parentais (Matheri et al., 2016).

Outra técnica que vem sendo amplamente utilizada para a identificacao de hibridos é a
hibridizacdo gendmica in situ (GISH), que envolve o uso do DNA gendmico total de uma

espécie como sonda (Stace e Bailey, 1999), possibilitando a observacdo dos respectivos
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genomas de cada espécie progenitora no cariétipo do hibrido. Essa estratégia permite também
analisar se a recombinac¢do cromossOmica estd ocorrendo em diferentes geracdes da progénie
hibrida (Silva e Souza, 2013; Tiirkosi et al., 2016). Este método € eficiente para identificagao
de hibridos, pois permite a determinac¢io da origem cromossdmica, mesmo sem conhecimento
prévio da morfologia dos cromossomos (Marasek et al., 2004; Silva e Souza, 2013), permitindo
também a observacdo de recombinagdo ou alteragdes entre diferentes genomas (Lim et al.,
2004). A falta de informacdo em relag@o a aplicacdo de técnicas citogenéticas moleculares em
maracujd resulta em um limitado conhecimento da variacdo cariotipica de sitios especificos em

espécies do género (Melo e Guerra, 2003; Viana e Souza, 2012).

Fusariose em maracujazeiro

Entre os fitopatégenos de solo que comprometem o desenvolvimento do maracujazeiro,
Fusarium solani e Fusarium oxyspurum f. sp. passiflorae t€ém ocasionado grandes danos na
cultura, por provocar a morte das plantas e redu¢do da vida ttil dos pomares (Silva et al., 2011a).

Ambos patégenos sao associados a morte prematura do maracujazeiro, sendo F.
oxysporum f. sp. passiflorae designado na literatura como agente causal da murcha em
maracujazeiro (Liberato, 2002; Manicom et al., 2003) e murcha ou fusariose (Viana et al., 2003;
Santos Filho e Santos, 2003). F. solani esta relacionado as doengas de podriddao do colo
(Liberato, 2002), morte subita (Ploetz, 1991), murcha subita, podridao de colo, cancro da coroa
(crown canker) e podridao da base (Manicom et al., 2003).

A infeccdo de F. oxysporum f. sp. passiflorae se d4 pela penetracdo do patégeno nas
raizes via ferimentos, causados principalmente por nematoides ou por implementos agricolas
(Liberato e Costa, 2001). A murcha do maracujazeiro inicia-se com o murchamento dos ramos
ponteiros, que pode ocorrer em qualquer época do ano ou ciclo da planta, sendo mais comum a
partir do primeiro ano (Santos Filho e Santos, 2003). A murcha da planta € a consequéncia do
bloqueio dos vasos do xilema.

No caso de F. solani, a infec¢do pode ocorrer via raiz ou colo. Com a evolucdo da
doenca, hd o escurecimento da lesdo na casca e o tecido esfacela-se, desprendendo-se do
cambio. Ocorre a destrui¢do dos vasos, tanto na regido do colo quanto nas raizes, o que causa

os sintomas reflexos de murcha, amarelecimento e seca da folhagem (Viana et al., 2003).



O uso de porta-enxertos resistentes aos patdégenos responsdveis pela morte prematura
tem sido citado por diversos autores como alternativa para o controle da doenga. Contudo, o
alcance dessa medida depende de selecao baseada em condicdes controladas e compatibilidade
entre os materiais a serem enxertados. Ssekyewa et al. (1999) relataram resisténcia parcial de
P. edulis f. flavicarpa e P. maliformis contra P. solani. No entanto, em outros trabalhos,
observaram-se resisténcia em P. maliformis (Fischer et al., 2010) para P. solani. A avaliagdo
da resisténcia de P. alata quando comparado a P. edulis f. flavicarpa foi observada por Sao
José et al. (2000) e Cavichioli et al. (2009) em local com histérico da doenca.

Genotipos de P. mucronata resistentes a Fusarium solani foram encontrados por Fischer
et al. (2005) e Freitas et al. (2016). Este dltimo realizou trabalhos de hibridacdo entre P.
mucronata X P. edulis visando a obtengdo de progénies resistentes ao patogeno. Esse estudo
também provou que o gene de resisténcia a F. solani provavelmente ndo estd presente em todos
os acessos da espécie P. mucronata, pois acessos susceptiveis foram encontrados em trabalhos

de Preisigke et al. (2015).

Propagaciao do maracujazeiro

A propagacgdo assexuada € definida como o processo de multiplicacdo que ocorre por
meio de mecanismos de divisdo e diferenciacio celular, por meio da regeneragdo de partes da
planta-mae; esse processo também recebe a denominagdo de propagagao vegetativa ou agamica.
Por esse mecanismo um vegetal é regenerado a partir de células somaticas, sem alterar o
genotipo, por meio da divisdo mitdtica. A propagagdo assexuada, realizada através de estaquia
e enxertia, apresenta como vantagem plantas-filhas iguais a planta-mae, o que assegura elevado
potencial produtivo, controle de doencas e uniformidade na qualidade e producdo de pomares
(Ferreira, 2000; Fachinello et al., 2005).

A estaquia € o processo de multiplicagc@o no qual se utilizam segmentos de caules, raizes,
brotos apicais e folhas, que ao serem submetidos a condi¢des favordveis, desenvolvem-se
originando novas plantas geneticamente idénticas a planta-mae. Segundo Loss et al. (2009), a
etapa mais dificil da estaquia é o enraizamento. Para que o enraizamento ocorra € necessario
que determinado nivel de fitohormonios seja produzido pelas plantas, dentre eles pode-se citar

as auxinas, citocininas e giberelinas. As auxinas sdo as principais reguladoras do enraizamento.
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Além dos fitohormdnios, existem os fatores externos e internos que influenciam o
enraizamento, afetando a diferenciacdo e desenvolvimento das raizes. Em relagcdo aos fatores
externos pode-se citar a luz, temperatura, comprimento do dia, quantidade de 4gua disponivel
no solo e em irrigacdo, sais minerais. J4 os fatores internos sdo basicamente quimicos,
substancias que atuam sobre a divisdo, elongacdo e diferenciacdo celular (Botin e Carvalho,
2015).

Para muitas espécies, mesmo em condi¢des ideais, o enraizamento sO se torna possivel
apds a submersdo das estacas em solugdes contendo reguladores de crescimento. A utilizagdo
de fitorreguladores, como a auxina, tem como principais fungdes (Taiz et al., 20017):

1) crescimento do caule e raiz: ocorre através do processo de alongamento das
células vegetais, pois plantas com baixa quantidade de auxinas podem apresentar
crescimento de raizes, mas sem o alongamento do caule, e em alta concentracao
o efeito é contrario;

ii) dominancia apical: auxinas formadas pelo meristema apical do caule diminuem
a atividade das gemas axilares que ficam perto do dpice, assim, ao extrair a gema
apical ocorre o surgimento de ramos, folhas e flores laterais;

i) tropismo: consiste na mudanca de orientacdo determinada por estimulos
externos, dita positiva quando em dire¢do ao estimulo e negativa quando se
afasta do mesmo;

1v) producdo e desenvolvimento de frutos: as auxinas sao produzidas nas sementes,
possibilitando a formagdo dos frutos pelo ovério;

V) queda de folhas velhas: como apresentam baixa concentracdo de auxinas, as
folhas velhas caem da planta;

vi) formacdo de raizes: brotacao de raizes na base do caule.

O uso de auxinas para o enraizamento de estacas de maracujd ainda apresenta
contradicdes devido a resultados divergentes encontrados na literatura. Essas divergéncias de
dados ocorrem pela influéncia de fatores internos e externos ja citados. Além disso tem-se, as
condi¢des das plantas matrizes, época de estaquia, tipo de substrato utilizado, espécies
estudadas e condi¢cdes ambientais, fazendo-se necessdrio a realizacdo de experimentos
especificos a cada espécie ou cultivar utilizada.

Outro método de propagacdo vegetativa comumente usada em maracujazeiro € a
enxertia, que consiste em fazer com que o fragmento de uma planta de pelo menos uma gema,

se desenvolva sobre outra planta que lhe sirva de suporte, retirando dgua e nutrientes do solo.
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A planta que servird de suporte recebe o nome de porta-enxerto, “cavalo” ou hipobioto e o
fragmento que serd enxertado denomina-se enxerto, “cavaleiro” ou epibioto.

O cultivo comercial do maracujazeiro teve inicio na década de 70, por meio da
propagacdo via sementes, sendo este 0 método mais utilizado até o momento. Porém, segundo
Silva et al. (2011b), o uso de propagacdo seminifera nos pomares proporciona elevada
variabilidade genética, com baixa uniformidade no desenvolvimento das plantas.

Em cultivos de fruteiras, a propagacdo vegetativa € indicada para reverter tais problemas
citados acima, além de questdes como: reducdo do periodo juvenil, maior precocidade de
producdo, reducdo do porte da planta e propagacdo de genétipos selecionados. Em
maracujazeiro por sua vez, o uso de propagacio vegetativa consiste no uso de plantas resistentes
as doencas e capazes de prover boa adaptacdo ao solo. A interacio variedade-copa, em caso de
enxertias, proporcionando alta produtividade, qualidade de frutos e longevidade da planta
(Roncatto et al., 2011a).

No entanto, o Brasil nao vem utilizando esse método em escala comercial devido aos
elevados custos de produgdo de mudas e o tempo necessdrio a sua formacao. Segundo Roncatto
et al. (2011a), ndo estdo disponiveis no mercado porta-enxertos e plantas com as caracteristicas
mencionadas como desejdveis ao cultivo de maracuja por meio da propagacdo vegetativa.

A eficiéncia da enxertia, assim como do processo de estaquia, depende de varios fatores,
sendo esses a qualidade do porta-enxerto e dos garfos ou borbulhas, habilidade do enxertador,
as condig¢des climéticas, a época de realizagdo e os métodos de enxertia, afetando o pegamento
do enxerto (Pio et al., 2008). Em relacdo ao tipo de enxertia, Roncatto et al. (2011b) citam a
garfagem do topo em fenda cheia como o mais eficiente para o maracujazeiro, obtendo até 98%
de pegamento.

A maioria dos trabalhos citados na literatura com uso de propagacao vegetativa seja por
estaquia ou enxertia sdo realizados com Passiflora edulis f. flavicarpa O. Deg, devido seu valor
econdmico. Os hibridos e Passifloras silvestres, em sua grande maioria, visam resisténcia a
doencas e caracteristicas de rusticidade, empregados como porta-enxertos (Junqueira et al.,
2005; Gracga, 1990; Aratjo et al., 2010; Salomao et al.; 2002, Silva et al., 2005; Meletti et al.,
2002; Roncatto et al., 2005; Sao José et al., 1994; Almeida et al., 1991).
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CAPITULO 1
Dissomia uniparental em hibridos interespecificos de Passiflora edulis x Passiflora

mucronata
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RESUMO

A produgdo de hibridos de Passiflora, visando introdugdo de caracteristicas desejaveis, teve
inicio hd muitos anos com a obten¢ao de diversas cultivares de grande interesse econdmico. No
entanto, para garantir o sucesso nesses programas deve-se certificar a condicao alopoliploide
verdadeira, a fim de evitar desperdicios de recursos e melhor direcionamento de cruzamentos
mais adequados a serem executados. Para isso, faz-se necessdria a caracterizacdo desses
materiais, com possibilidade de utilizacdo de métodos gendmicos ou citogenéticos. O objetivo
do presente trabalho foi confirmar se possiveis hibridos interespecificos de Passiflora edulis x
Passiflora mucronata. Para tanto, foram realizados estudos de: confirmac¢do da alopoliploidia
por meio da hibridacdo gendmica in situ (GISH), confirmacdo da hibridacdo por meio de
marcadores microssatélites (SSR), mensuramento do conteido de DNA nuclear e
caracterizacdo morfolégica. Os resultados obtidos demonstram que os cromossomos dos
possiveis hibridos apresentam apenas material paterno. O que € confirmado por meio dos
marcadores SSR. Por meio destes, é possivel inferir que ndo houve duplicagdo do material
genético dos pais, pois em alguns primers os hibridos se apresentam em heterozigose. As
plantas avaliadas ndo sofreram alteracdes em sua ploidia, segundo a andlise do contetddo de
DNA. Por fim, morfologicamente, os hibridos apresentam as mesmas caracteristicas dos
genitores paternos (P. mucronata) e apresentam esterilidade. Por meio das avaliagdes realizadas
pode concluir que os hibridos obtidos apresentaram dissomia uniparental, com eliminacdo

seletiva dos cromossomos maternos.
Termos para indexacdo: Passiflora edulis, Passiflora mucronata, Dissomia uniparental,

hibridagao.

Uniparental dissymia in interspecific hybrids of Passiflora edulis x Passiflora mucronata
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ABSTRACT

The production of Passiflora hybrids, aiming to introduce desirable traits, began many
years ago to obtain several cultivars of great economic interest. However, to ensure success in
these programs one must certify the true allopoliploid condition in order to avoid wastage of
resources and better targeting of more suitable crosses to be performed. For this, it is necessary
to characterize these materials, with the possibility of using genomic or cytogenetic methods.
The objective of the present work was to confirm if possible interspecific hybrids of Passiflora
edulis x Passiflora mucronata. For this, studies were carried out: confirmation of allopoliploidy
by genomic in situ hybridization (GISH), confirmation of hybridization by means of
microsatellite markers (SSR), measurement of nuclear DNA content and morphological
characterization. The results obtained show that the chromosomes of the possible hybrids
present only paternal material. This is confirmed through the SSR markers. By means of these,
it is possible to infer that there was no duplication of the genetic material of the parents, because
in some primers hybrids present in heterozygosis. The evaluated plants did not undergo changes
in their ploidy, according to the analysis of the DNA content. Finally, morphologically, the
hybrids have the same characteristics of the paternal parents (P. mucronata) and present
sterility. Through the evaluations carried out, it can be concluded that the hybrids obtained

presented uniparental disomy, with selective elimination of the maternal chromosomes.

Index terms: Passiflora edulis, Passiflora mucronata, uniparental disomy, hibridation.

INTRODUCAO

A familia Passifloraceae apresenta grande diversidade genética ainda pouco explorada
em virtude do elevado numero de géneros e espécies que a compde. No Brasil sdo encontradas
em torno de 150 espécies de Passiflora, das quais 87 s@o endémicas. O Brasil é considerado o
centro de origem e distribuic@o de Passiflora e fonte de diversidade e germoplasma importantes

para o melhoramento genético da espécie (Bernacci et al., 2015).
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A hibridacdo € um método de melhoramento utilizado com o objetivo de transferir
caracteristicas desejaveis entre plantas, representando uma importante estratégia de formacao
de variedades que atendam as necessidades do produtor e dos programas de melhoramento. A
hibridacdo ocorre pela fusao de células reprodutivas geneticamente diferentes, gerando hibridos
heterozigéticos para um ou mais locos (Borém e Miranda, 2013). A denominac¢do hibrido
intraespecifico e interespecifico caracteriza, respectivamente, pelo cruzamento que ocorre entre
plantas da mesma espécie e aqueles que envolvem cruzamento entre individuos de espécies
diferentes. Os hibridos interespecificos sdao denominados alopoliploides verdadeiros ou
alopoliploides segmentais conforme o padrao de pareamento observado na préfase I da meiose.
Diferentemente dos alopoliploides verdadeiros, os alopoliploides segmentais sdao formados a
partir do cruzamento de espécies distintas que possuem genomas filogeneticamente proximos
(Stebbins, 1950). Por este motivo, nos alopoliploides segmentais ocorre pareamento entre as
por¢des homdlogas que ocorrem entre os cromossomos homedlogos (Sybenga, 1992).

No entanto, para o uso de hibridos interespecificos no melhoramento, é crucial, além de
conhecer o potencial paterno, examinar e caracterizar geneticamente e fenotipicamente os
possiveis hibridos interespecificos para estimar a diversidade genética, a viabilidade e as taxas
de fertilidade, bem como identificar barreiras de isolamento pré e pds-zigéticas entre os
parentais e entre os hibridos e seus ancestrais. A confirmacio de hibridos em programas de
melhoramento genético garante a identidade e idoneidade dos mesmos e que estes venham a
expressar as caracteristicas de interesse.

Seu éxito esta ligado a varios fatores como a ndo ocorréncia de problemas no sistema
reprodutivo, decorrente de barreiras de pré e pés-fertilizacdo, tais como a falta de germinagdo
do grdo de pdlen, o retardamento ou inibi¢do do crescimento do tubo polinico, a morte do
embrido em virtude da degeneracdo do endosperma, e a esterilidade total ou parcial das plantas
hibridas (Pereira et al., 2012).

Existem diferentes metodologias que podem ser utilizadas para confirmacao de hibridos,
desde as baseadas em caracteristicas morfoldgicas, que é uma metodologia simples e de baixo
custo, sem a necessidade de grande infraestrutura para a sua realizacdo (Oliveira et al., 2005),
até as que sao realizadas ao nivel molecular e citogenético.

A identificacdo de hibridos interespecificos baseada em caracteres morfoldgicos, é
possivel quando as caracteristicas sdo contrastantes entre as espécies envolvidas. Nessa

estratégia, a avaliacdo dos dados € feita comparando os dados relativos aos genitores e o Fi. A
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andlise morfolégica pode ser aliada e/ou complementada por estudos moleculares, pois o
fenétipo pode sofrer alteragdes, como resultado do efeito ambiental (Oliveira et al., 2005).

Outra ferramenta capaz de contribuir para confirmagao de hibridos interespecificos € a
citometria de fluxo. Comparando o nivel de ploidia de DNA e/ou o conteido de DNA nuclear
dos genitores e dos individuos F; é possivel confirmar e determinar a origem de hibridos
interespecificos. A partir da citometria de fluxo, pode-se caracterizar o genoma nuclear das
espécies, no que se refere ao valor 2C nuclear e a propor¢do de bases AT e GC, fornecendo
informacdes que contribuem para estudos de melhoramento, taxonomia e evolucao (Miltre et
al. 2011). Em maracujazeiro, sua utilizacdo envolvendo a culturas de tecidos foi relatada por
Otoni et al. (1995) e por Paim Pinto et al. (2009), na estimativa do contetido 2C de DNA nuclear
das plantas obtidas da germinacdo de sementes, avaliando sua ploidia.

O emprego de marcadores moleculares é uma técnica rdpida e ndo sofre efeito do
ambiente, aumentando a confiabilidade dos resultados. Segundo Faleiro et al. (2003), para a
confirmacao ou ndo da ocorréncia da hibridagdo basta, pelo menos, uma banda informativa de
um ou dois primers ou combinacdo destes. Hibridacao de Passiflora pode ser confirmada por
marcadores moleculares, por meio de técnicas como SSR (Santos et al., 2012), que sdo
metodologias mais confidveis para confirmagdo de teste de cruzamento em hibridos de
maracuji. Recentemente, a hibridagdao genomica in situ (GISH) tem sido usada para confirmar
a hibridacdo dentro do género (Melo et al., 2017) e para analisar a recombina¢do cromossdmica
em hibridos de retrocruzamento (RC1) (Melo e Guerra, 2003). O GISH é um método de
citogenética molecular capaz de distinguir cada conjunto de cromossomos parentais nos
hibridos analisados.

A GISH pode ser utilizada para identificar hibridos naturais, confirmar a hibridizacio
artificial (Marasek et al., 2004; Contreras et al., 2012), identificacdo de cromossomos
recombinados em progénies cruzadas em duas geracOes de retrocruzamento (BC1 e BC2)
(Karlov et al., 1999; Lim et al., 2000b e Marasek-Ciolakowska et al., 2012) e analise de
recombinacdo em cromossomos meidticos (Lim et al., 2000a). A técnica GISH foi aplicada pela
primeira vez em Passiflora para distinguir os genomas parentais em hibridos ornamentais
interespecificos em estudos realizados por Melo et al. (2015).

O presente trabalho tem por objetivo realizar a confirmacao da condi¢do homoploide

dos possiveis hibridos interespecificos de Passiflora edulis x Passiflora mucronata.
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MATERIAL E METODOS

Material vegetal

Os cruzamentos interespecificos (hibridacdo) foram conduzidos no Campo
experimental do Departamento de Fitotecnia da Universidade Federal de Vigosa (UFV), situado
no municipio de Vigosa, localizado na Zona da Mata, Estado de Minas Gerais (20° 45' 14" S,
42°52' 55" W, 648 m), com clima subtropical imido, inverno seco/frio e verao quente/imido,
e precipitacdo anual média de 1200 mm. As hibridagdes foram realizadas por Santos et al.
(2009), entre os meses de marco e abril de 2009, envolveram as espécies P. edulis f. flavicarpa
(UFV-MT7) e P. mucronata. As sementes e plantas matrizes resultantes dos cruzamentos estao

depositadas no Banco de Germoplasma do Programa de Melhoramento do Maracujazeiro da

Universidade Federal de Vigosa (Figura 1).

Figura 1. Caracterizacdo dos genitores P. edulis (UFV-MT7) e P. mucronata e das sementes do
possivel Hibrido F1. A) Botao floral de P. edulis; B) Flor em antese de P. edulis; C) Fruto de
P. edulis; D) Botao floral de P. mucronata; E) Flor em antese de P. mucronata; F) Fruto de P.
mucronata; F) Sementes dos frutos de P. edulis, P. mucronata e do possivel Hibrido F1 (P.
edulis X P. mucronata).

Desta forma, conforme apresentado por Santos et al. (2009), os cruzamentos foram
realizados da seguinte maneira:
i.  asflores das plantas parentais foram previamente protegidas com sacos de papel,
as vésperas da antese, a fim de evitar contaminacdo e contato com pdlen externo
ao botao floral.
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ii. as flores de P. edulis f. flavicarpa, as quais foram usadas como genitores
femininos, foram polinizadas no momento da antese com o pdlen de P.
mucronata proveniente de botdes coletados durante a manha do mesmo dia da
polinizagao.

iii.  a polinizacdo foi feita manualmente, transferindo o pdlen para o estigma com a
ajuda de cotonetes, esfregando-o suavemente sobre o estigma de cada flor.

iv.  apds a polinizacdo, as flores foram novamente ensacadas e identificadas, e sete
dias apds a poliniza¢do determinou-se a porcentagem de frutificacdo. As flores
que iniciaram o desenvolvimento do fruto foram consideradas fecundadas.

v.  as sementes obtidas dos frutos foram lavadas para retirada do arilo. Apds secas
a temperatura ambiente, o tegumento foi retirado com auxilio de uma mini-
morsa, e as sementes foram desinfestadas e colocadas para germinar in vitro em
meio MS (Murashige e Skoog, 1962), segundo descrito por Oliveira et al.
(2009).

vi. as plantulas obtidas foram aclimatizadas e transplantadas. Dessas, nove
possiveis hibridos foram transferidos para estufa com o objetivo de observar o

desenvolvimento vegetativo e reprodutivo de cada individuo.

Genétipo UFV-M7

O genétipo UFV-MT7 (So) foi obtido por Flores et al. (2012) por regeneracgao in vitro de
segmentos nodais, submetidos a raios gamas na dose de 20 Gy, com o objetivo de selecionar
mutantes insensiveis ao filtrado da cultura de Fusarium oxysporum f. sp passiflorae. Os
explantes sobreviventes a radiacdo foram regenerados e submetidos a selecdo in vitro com
filtrado do fungo. As plantas selecionadas foram avaliadas em campo com histérico do
patogeno, no Setor de Fruticultura do Departamento de Fitotecnia da UFV (Flores et al., 2012).

Dentre as plantas selecionadas o genétipo UFV-M7 apresentou insensibilidade a
fotoperiodo para florescimento, sob a latitude de 20°45°14”S, florescendo sob fotoperiodo
abaixo de 11 h de luz dia! (Lira Junior et al., 2014).

Sucessivas autofecundacdes utilizando a metodologia descrita por Lira Junior (2012)

foram realizadas nas plantas UFV-M7 (So) produziram as plantas das geragdes S1, Sz € S.
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As sementes foram plantadas em sacos plasticos com substrato comercial (Plantmax),
sendo trés sementes por saco. Trinta dias apds a germinacdo fez-se o desbaste das mudas
deixando apenas a muda mais vigorosa por saco pldstico. Apds aproximadamente trés meses da
semeadura, as mudas foram transplantadas para vasos de 30 L contendo terra, areia e esterco
na propor¢ao de 2:1:1, adicionado 100 g de calcério e 300 g de superfosfato simples. Os vasos
foram distribuidos por progénies nas bancadas e as plantas foram conduzidas em haste tnica
com desbrotas laterais semanais, mantendo as plantas em uma altura média de 1,8 m. Os demais
tratos culturais como adubagdo e eliminacdo de plantas daninhas foram realizados durante o

periodo de conducio do experimento.

Confirmacao da alopoliploidia por meio da GISH

Para a GISH, raizes foram coletadas de estacas enraizadas em dgua e imediatamente
tratadas com 4,0 pM do antitubulinico amiprofos-metil (APM, Sigma®) por 16h a 4°C ou 4h a
30°C. As raizes foram lavadas em dgua destilada por trés vezes de 10 min, e fixadas em
metanol:dcido acético (3:1, Merck®). O fixador foi trocado trés vezes e as amostras foram
armazenadas por 24 h a - 20°C. As raizes foram lavadas, e os meristemas radiculares foram
excisados e incubados por 2 h a 34°C em pool enzimatico (0,5% celulase Yakult + 2% celulase
Sigma®+ 0,5% hemicelulase Sigma® + 0,5% macerozyme orozuka R10 Yakult) diluido em
tampao citrato (10 mM de dcido citrico e 10 mM de citrato de sédio tribdsico) na proporcao de
1:25, 1:30, 1:75 (enzima:tampdo) e, apds, acrescentado 1 uL de pectinase (Sigma®). Em
seguida, os meristemas radiculares foram lavados trés vezes por 10 min em 4gua destilada,
fixados em metanol:acido acético (3:1, Merck®) e armazenados a -20°C. As laminas foram
preparadas por meio das técnicas de dissociacdo celular e secagem ao ar (Carvalho e Saraiva,
1997). Laminas foram selecionadas apds visualizagdo em microscépio de contraste de fase
Olympus BX41. Os critérios adotados para escolha das laminas foram: prometafases e
metafases sem vestigios citoplasméticos, cromossomos sem sobreposi¢des, € cromossomos
com as por¢des telomérica e centromérica bem definidas.

Para realizagao da GISH, o DNA genomico de P. edulis e P. mucronata foi extraido, e
em seguida a concentracdo e pureza foram determinadas conforme os procedimentos descritos

no item “confirmacao da hibrida¢do por meio de marcadores microssatélites (SSR)”. As sondas
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genOmicas de P. edulis e de P. mucronata foram construidas por reacdo de PCR usando 200 ng
do DNA gendmico de cada espécie. As reacdes e as condi¢des de reacdo foram estabelecidas
conforme Carvalho et al. (2017), assim como a quantificacdo e avaliacdo das sondas gendmicas
marcadas. Quatro estratégias foram adotadas para os mix de hibridiza¢do da GISH: (a) 100 ng
da sonda de P. edulis marcada com o fluorocromo Rodamina-5-dUTP (Roche Diagnostics®) e
100 ng da sonda de P. mucronata marcada com CromaTide™ Alexa Fluor™ 488-5-dUTP
(Invitrogen); (b) 100 ng da sonda de P. edulis marcada com o fluorocromo CromaTide™ Alexa
Fluor™ 488-5-dUTP (Invitrogen) e 100 ng da sonda de P. mucronata marcada com Rodamina-
5-dUTP (Roche Diagnostics®); (c) 100 ng da sonda de P. edulis marcada com o fluorocromo
CromaTide™ Alexa Fluor™ 488-5-dUTP (Invitrogen) e 100 ng do DNA gendmico competidor
de P. mucronata; (d) 100 ng da sonda de P. mucronata marcada com o fluorocromo
CromaTide™ Alexa Fluor™ 488-5-dUTP (Invitrogen) e 100 ng do DNA gendmico competidor
de P. edulis. As laminas selecionadas para a GISH foram lavadas em solucdo tampdo PBS
(tampao fosfato salino) por 5 min, mantidas em solucdo de formaldeido a 4% em PBS a
temperatura ambiente por 15 min e lavadas em PBS. A desnaturagdo cromossdmica foi
realizada em 70% de formamida em 2x tampao SSC (tampao citrato de sddio) a 72°C durante
4 min e desidratadas em série alcodlica (70, 85 e 100%). As sondas e o DNA gendmico
competidor foram desnaturados em termociclador a 85°C por 5 min e transferidos para gelo.
Em seguida, o mix de hibridizacdo foi disposto sobre as laminas, sendo estas cobertas com
laminula e seladas. As hibridizagdes foram conduzidas em ThermoBrite™ System
(ThermoFisher®) a 37°C por 24 h. Apés esse periodo, as laminulas foram retiradas e as laminas
lavadas em trés solugdes de 50% de formamida/2x SSC e uma de 2x SSC a 45°C, durante 5 min
cada. Posteriormente, as 1aminas foram contracoradas com DAPI (4°,6-diamidino-2-fenilindol),
cobertas com laminulas e seladas. As imagens das prometafases e metafases foram capturadas
por uma cimera de video DP-71 em microscépio de fluorescéncia BX-60 (Olympus®) com
filtro WG para Rodamina-5-dUTP, filtro WB para CromaTide™ Alexa Fluor™ 488-5-dUTP e
filtro WU para DAPI. As imagens foram digitalizadas usando o Image Pro-Software Plus 6.1
(Media Cybernetics®). As sobreposicdes e os ajustes finais das imagens foram realizados com

ferramentas do mesmo software.
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Confirmacao da hibridacao por meio de marcadores microssatélites (SSR)

Para a andlise dos marcadores moleculares, o DNA total foi extraido separadamente de
cada uma das nove possiveis plantas hibridas (P. edulis x P. mucronta), duas plantas genitoras
femininas (P. edulis f. flavicarpa) e dez plantas genitoras masculinas (P. mucronata Lam). O
DNA genomico foi extraido de folhas jovens liofilizadas por meio do método descrito por Diniz
et al. (2005). A quantificagao do DNA foi estimada com auxilio do espectrofotometro Nanodrop
2000 (Thermo Scientific, USA). As amostras foram diluidas em TE pH 8,0 para uma
concentragio final de 20 ng pL!. Vinte e seis pares de primers SSR desenvolvidos para P.

edulis foram usados (Tabela 1).

Tabela 1. Cédigo do loco e sequéncia de bases dos 26 pares de primers SSR desenhados para
P. edulis f. flavicarpa, tamanho do alelo e temperatura de anelamento (TA).

Loco Primer Alelo(pb) TA
PEO1 F:CCTGTCGGAAAGACTTCTGC 230-232 TD58
UNICAM R:GGATCGTTGTGGAGTGTGGT
PE02 F: TCGAGTGAGATTGGCAGTG 165-178 TD58
UNICAM R:TTGGCTTCGAGGAGAAGAA
PE03 F: GCAGCGAGGGAAGAAAAA 156 TD60
R: TGAGACATCGTGCGTGAA

PEO4 F: ATGCTTTTGGAAATCCGTTT 235 TD60
R: TGCTCATGCAAAGTCACTGG

PEO5S F: GCGGGATTCTCTTGGCTTAC 211-223
R: TAATCTCAGCTGGGTTTGGT

PE0O6 F: AGCGGGGAGGAGAGTAGC 187 TD60
R: GCCTGATGTCAAAAACACAG

PE07 F: TGCTCATTGATGGTGCTTG 138 TD60
R: TCGTCTCTTCTCCTCCTTCA

PEO8 F: CCGGATACCCACGCATTA 282 TD56
R: TCTAATGAGCGGAGGAAAGC

PE11 F: GCATAAGTTGTCGGTCTTGG 178 TD60
R: CCTCGAACCTCTATCATCCA

PE12 F: CGTAATATTGTTTGGGCACT 150 TD60
R: ATCATGGGCGAACTCATTT

PE13 F: AAGCACCCCAATCGTTGA 172 TD60
R: CCCCCTGCCACCTGAGTA

PE18 F: CCGTGAACCAACCATTTCTC 220 TD60
R: TTGCAGCACAAACAAGTCAA

PE20 F: AGGATCACCATAGAAAACCAT 242 TD60
R: GTTAGGTTGGCATTGCTCTT
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PE23 F: CAATCCCTTGACCCATAGA 206 TD56
R: CGTCCATCCTTCTCCTTT

PE24 F: TCAAACTGAACTCGTAAAGG 294 TD60
R: GTGCTGGGAGACTGATGTT

PE27 F: TTGCTCATTGCACTCATCCT 139 TD60
R: GCAGACATTTCCTGGAGCA

PE35 F: ATTATGCCTAAAAACCCAAA 225 TD60
R: TGATCCAGAGGTTGAGAGG

PE37 F: CAAAAGGATAGGCCTGATGTC 232 TD60
R: TGCTTGGTCATCCACTGAAG

PE38 F: GATCGGTCCTCGGTTAGAC 215 TD56
R: AGTCACACAGCATGAGAAATC

PE41 F: ATCGGGGTTCGCTTATTTG 220 TD60
R: CGTTCATCCTTTAGTGGGCTA

PE42 F: GTCACTTCATTCTTCCTTTCC 216 TD60
R: TTAGCCCACTCAAACACAA

PES4 F: TGGTGTGTGTGGGTGATTAG 176 60
R: CATTCTCCTGCCACCTGAGT

PESS8 F: GCAATTTCACCATCTTCTGCT 243 TD60
R: CCACGGTCATGGATGTTC

PE66 F: CCATAGTCCCAACAAGCATC 165 TD60
R: GCTGTGGACCCTAACTCAGTC

PE74 F: CCCTCTTATCAATAGCGTTGG 215 TD56
R: GCACGAGCACGAGTATTTATT

PE90 F: TCAGGAAGATTGCATGTTAGT 245 TD60
R: CTGGGTTTTGTTTATGTTGC

As reacOes em cadeia da polimerase (PCR) foram realizadas em um volume total de 20
pL que continham: 20 ng de DNA genomico, 0,3 uM dos primers, 0,6 U de Taqg DNA
polimerase, 150 uM de dNTP, 1,5 mM de cloreto de magnésio e tampao de PCR (1X). As
amplificacOes foram efetuadas em termociclador programado para: 94°C por 4 min; 10 ciclos
a 94°C por 40s, 61-56°C por 40 s (-0,5°C por ciclo) e 72°C por 40s; 30 ciclos a 94°C por 40s,
61°C por 40s e 72°C por 40s; extensdo final a 72°C por 8 min. Os fragmentos amplificados
foram separados em gel desnaturante de poliacrilamida 6% e corados com prata. Ao término da
corrida, os géis foram fotografados para posterior andlise.

Os marcadores moleculares gerados pelos diferentes primers foram analisados quanto a
presenca ou auséncia de bandas informativas para a confirmagao da fecundacao cruzada. Assim,

foram consideradas bandas informativas somente aquelas com reprodutibilidade.
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Mensuramento do conteiido de DNA nuclear

Fragmentos de trés folhas jovens dos genitores e dos possiveis hibridos foram
seccionados em Placa de Petri contendo 500 pL de tampao de extragdo OTTO-I (Otto, 1990)
suplementado com 2 mM de 2-4-ditiotreitol (Sigma®) a pH 2,3. Posteriormente, 500 pL do
mesmo tampao foram adicionados e a solugdo filtrada através de um filtro 30 um de nylon
(Partec®). O pellet foi ressuspendido e incubado por 10 min em 100 pL de tampao de extragio
OTTO-I. A suspensdo nuclear foi corada no escuro com 1,5 mL do tampao OTTO-II (Otto,
1990) suplementado com 75 uM de iodeto de propidio (Sigma®) e 2,0 mM de 2-4-ditiotreitol,
pH 7.5. Ap6s 30 min, a suspensdo foi filtrada através de um filtro de nylon de 30 pum, e
posteriormente analisada em um BD Citometro de fluxo FACSCanto II (BD Biosciences).
Histogramas com coeficientes de variagdo (CV) maiores que 5% foram desconsiderados. Como
padrdo interno foram utilizadas plantas germinadas de Pisum sativum L. (2C = contetddo de
DNA da espécie). Para determinar a posi¢do do pico Go/G; 2C do padrio, as folhas foram
analisadas juntamente em cada repeticdo. Os histogramas foram analisados em escala
logaritmica (log). Neste caso, o nimero do canal é proporcional ao log da intensidade de
emissdo de fluorescéncia, e os valores 2C nuclear foram determinados pelos valores multiplos

do pico diploide padrao.

Caracterizacao morfoldgica

O experimento foi conduzido na casa de vegetacio no Setor de Fruticultura do
Departamento de Fitotecnia da Universidade Federal de Vicosa. O material vegetal foi
constituido por nove possiveis hibridos interespecificos de P. edulis x P. mucronata cultivados
em vasos de 30 L, assim como seus genitores (P. edulis e P. mucronata).

Os individuos foram caracterizados pelos descritores qualitativos e quantitativos
presentes na lista do Ministério da Agricultura Pecudria e Abastecimento (MAPA), criada pelo
Servi¢o Nacional de Protecao de Cultivares para registro e prote¢ao de cultivares de maracuja
(MAPA, 2008). Os descritores avaliados foram: coloracdo dos ramos, heterofilia, estipulas,

sinus, cor da folha, forma da folha, bordas do limbo, pilosidade, presenc¢a de nectdrio no limbo
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(descritores qualitativos); didametro do caule, didametro dos ramos, comprimento da folha,
largura da folha (descritores quantitativos). A metodologia de avaliagcdo foi realizada segundo
os indicadores descritos por Jesus et al. (2016).

As varidveis foram analisadas com o auxilio do software Genes (Cruz, 2013). Os dados
quantitativos obtidos foram submetidos a andlise de variancia, a qual fornece as estimativas do
quadrado médio a partir do qual foram estimados os seguintes pardmetros: variacdo ambiental,
variancia fenotipica, variancia genotipica, coeficiente de variagdo genética CVg, coeficiente de
variacdo experimental CVe, indice de variacdo (IV), e herdabilidade no sentido amplo (4%). As
médias aritméticas foram mensuradas, assim como o erro padrdo da média dos valores
referentes a cada um dos descritores. Posteriormente, as médias dos tragos quantitativos dos

individuos foram comparadas pelo agrupamento de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

RESULTADOS

Obtencao da populacao

Oito frutos foram gerados a partir dos 21 cruzamentos realizados. A frutificacao foi de
38,1% quando P. edulis f. flavicarpa foi usado com genitor feminino, em cruzamentos
reciprocos nao houve frutificacio (Santos et al. 2009). Dos frutos gerados, 208 sementes foram
obtidas, destas 31,25% eram invidveis. As vidveis foram avaliadas quanto a capacidade de
germinagdo in vitro obtendo 43,5% de germinagdo (Oliveira et al., 2009). Apos o periodo de
aclimatizacdo, apenas nove hibridos apresentaram um bom desenvolvimento vegetativo. As

plantas resultantes ndo apresentaram florescimento.

Confirmacao da alopoliploidia por meio da GISH

Para a GISH, foram testados dois tempos para o tratamento das raizes com 4,0 pM do

antitubulinico amiprofos-metil (APM, Sigma®), por 16 h a 4°C ou 4 h a 30°C, sendo o periodo
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mais eficaz por 16 h a 4°C. Durante esse processo também foram testados trés dilui¢des do pool
enzimdtico em tampao citrato de 1:25, 1:30, 1:75 (enzima:tampao), sendo a diluicdo mais
adequada a de 1:25.

As andlises cariotipicas mostraram que as espécies genitoras, P. edulis e P. mucronata,
e os nove possiveis hibridos interespecificos analisados apresentaram 2n = 18, ndo havendo
alteracdo no nimero cromossdmico (Figura 2). A espécie genitora P. edulis apresentou 14
Ccromossomos metacéntricos, quatro Ccromossomos submetacéntricos, com constrigéo
secunddria presente apenas na porcao terminal do braco longo do cromossomo 6 (Figura 2-A).
O caridtipo do genitor masculino, P. mucronata, apresentou 12 cromossomos metacéntricos.
Destes, seis cromossomos sdo submetacéntricos, com constri¢do secunddria evidente na por¢ao
terminal do braco longo do cromossomo 3, e na por¢ao terminal do braco curto do cromossomo
6 (Figura 2-B). Os possiveis hibridos apresentaram 12 cromossomos metacéntricos € seis
cromossomos submetacéntricos e constri¢do secunddria evidente apenas na porc¢ao terminal do
braco longo do cromossomo 3 (Figura 2 C-D).

Na Figura 2-E destacam-se trés cromossomos importantes dentro dos cariogramas.
Sendo eles: (a) cromossomo 1 submetacéntrico, para ambas as espécies genitoras e para 0s
possiveis hibridos; (b) cromossomo 3, metacéntrico para P. edulis, submetacéntrico para P.
mucronata, apresentando constricao secundaria no braco longo, assim como para os possiveis
hibridos; (c) cromossomo 9, metacéntrico para P. edulis e submetacéntrico para P. mucronata
e possiveis hibridos.

Em relacdo as quatro estratégias para os mix de hibridacdo, na aplicacio da técnica de
GISH, foi constatado que apenas houve marcagdo positiva aos cromossomos com a marca do
pai (Figura 2. C-D), como mostra o cariograma do possivel hibrido 3 e 5. O possivel hibrido 3
representa como estratégia de mix de hibridacdo, sonda de P. mucronata marcada com o
fluorocromo CromaTide™ Alexa Fluor™ 488-5-dUTP e DNA genomico competidor de P.
edulis, apresentando apenas marcacdo positiva para a sonda do pai (coloragdo verde). O
possivel hibrido 5, representa a estratégia sonda-sonda, na qual a sonda de P. edulis foi marcada
com o fluorocromo Rodamina-5-dUTP e a sonda de P. mucronata foi marcada com
CromaTide™ Alexa Fluor™ 488-5-dUTP, confirmando a coloragdo positiva apenas para as

marcas do pai (coloracao verde).
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Figura 2. Cariogramas das metdfases mitticas em genitores e possiveis hibridos
interespecificos de P. edulis x P. mucronata. A: Cariograma da espécie P. edulis, B:
Cariograma da espécie P. mucronata, C: Cariograma do hibrido 3, D: Cariograma do hibrido
5, E: Retrato de familia. Os numeros indicam os pares cromossomicos (9 pares
Ccromossomicos).

Para as estratégias sonda a sonda, com a sonda de P. edulis marcada com o fluorocromo
CromaTide™ Alexa Fluor™ 488-5-dUTP e sonda de P. mucronata marcada com Rodamina-
5-dUTP, observou-se apenas marcacdo positiva para pai (coloracdo vermelha). Quando
realizada a sonda de P. edulis marcada com o fluorocromo CromaTide™ Alexa Fluor™ 488-
5-dUTP e DNA gendmico competidor de P. mucronata nao foi apresentada nenhum tipo de

coloragao.
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Confirmacao da hibridacao por meio de marcadores microssatélites (SSR)

Dos 26 primers SSR analisados, 14 foram transferiveis para P. mucronata e desses, seis

foram polimoérficos e o restante monomorficos (Tabela 2).

Tabela 2: Comportamento dos primers nos genétipos de P. edulis, P. mucronata, e hibridos
oriundos dos cruzamentos entre P. edulis X P. mucronata. Indicando a presenca ou auséncia de
bandas e polimorfismo.

. Nome do’ P. edulis P. mucronata Hibridos Polimorfismo

oligonucleotideo

PEO1 - UNICAM + + + -

PE(2 - UNICAM + + + +
PEO3 + - - -
PE04 + - - -
PEOS - - - -
PEOG6 + + + +
PEO7 + + + +
PEOS + - - -
PE11 + - - -
PE12 + + + -
PE13 + + + -
PE18 + + + +
PE20 + - - -
PE23 + - - -
PE24 + - - -
PE27 + + + -
PE35 - - - -
PE37 + + + -
PE38 + - - -
PE41 + + + -
PE42 + + + -
PES5S4 + + + +
PES5S + - - -
PE66 + + + +
PE74 + + + -
PE90 - - - -

+ presenga; - auséncia
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A Figura 3 ilustra o padrdo de amplificacdo do DNA e bandas informativas,
confirmando a ocorréncia ou nao da hibridacdo. Vale ressaltar que a confirmacgao da fecundagdo
cruzada foi realizada com base nos produtos de amplificacdo dos seis marcadores primers.

O padrao de amplificagao do DNA e as bandas informativas para o cruzamento entre P.
edulis e P. mucronata permitem observar que ndo houve confirmag¢do da hibridagcdo
interespecifica (Figura 3). O suposto hibrido entre P. edulis e P. mucronata ndo apresenta
bandas do material genético materno (P. edulis).

REEIEV PSS PO PSS PASIPS P67 PR RO P10 M- 12 13 14 15 16 170 I8 ‘19

- —_ -

- - ——

Figura 3. Produtos de amplificacdo de amostras dé DNA gendmico dos genitores femininos
(P. edulis UFV-MT7), genitores masculinos (P. mucronata) e possiveis Fi (P. edulis x P.
mucronata). Primer PE18.

Mensuramento do conteido de DNA nuclear

Dentre as amostras analisadas evidenciou-se que o conteido 2C de DNA nuclear das
plantas genitoras foi de 3,45 e 3,90 pg (CV entre 3,27 e 4,36%) para P. mucronata € P. edulis,
respectivamente. Para os possiveis hibridos houve uma variacdo na quantidade de DNA 3,48 a
3,90 pg (com CV entre 3,39 a 3,88%). Os valores médios de quantidades de DNA e CV para
cada gendtipo estdo apresentados na Tabela 3. Os histogramas obtidos a partir da citometria de
fluxo do material foliar de plantas obtidas do cruzamento P. edulis X P. mucronata e dos seus

genitores sao mostrados na Figura 4 A-C.
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Tabela 3. Médias dos valores 2C nuclear determinadas por citometria de fluxo de um genétipo
de P. edulis (UFV- M7), um genétipo de P. mucronata, e dos nove provaveis hibridos P. edulis
x P. Mucronata.

Material vegetal Genoma amostra (pg) CV (%)

P. edulis (UFV-MT7) 3,90 4,36
P. mucronata 3,45 3,27
I1 3,72 4,07

12 3,68 5,10

I3 3,68 4,99

14 3,69 4,40

I5 3,90 3,88

I6 3,48 3,39

17 3,61 4,16

IS 3,78 4,41

19 3,82 3,93
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Figura 4. Histogramas representativos da andlise via citometria de fluxo de Mensuramento do
contetido de DNA nuclear 2C. A: Pico dos nicleos em Go/Gi de P. mucronata. B: Pico dos
nucleos em Go/Gi de P. edulis e do padrdo interno P. sativum. C: Pico dos nicleos em Go/G
de um dos possiveis hibridos P. edulis x P. mucronata e do padrio interno P. sativum.
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Caracterizacao morfolégica

Houve diferenca significativa, pelo teste F a 1% de significancia, para grande parte dos
descritores avaliados, exceto didmetro do caule (Tabela 4). Os valores relativos a herdabilidade
(h?) variaram entre 76,86 a 93,12, apresentando alta herdabilidade. Os coeficientes de variacdo

do experimento (CV %) variam entre de 15% a 23% (Tabela 4).

Tabela 4. Andlise de variancia e estimativas de parametros genéticos dos descritores: CF —
Comprimento foliar, DF — Diametro foliar, CP — Comprimento do peciolo, DP — Diametro do
peciolo, DC — Diametro do caule, DR — Diametro do ramo em possiveis hibridos entre P. edulis
e P. mucronata e seus parentais.

) O A CIN) ======mmmmm e ——————
GL CF DF Cp DP DC DR

Genétipo 21 15,66%*  17,16** 2,24%* 1,12%* 4531 6,69%*

Residuo 132 1,37 1,17 0,45 0,08 55,93 1,54
Total 153

Estimativa dos parametros

ot 2,23 2,45 0,32 0,16 6,47 0,95

Oc 0,19 0,16 0,06 0,01 7,99 0,22

O¢ 2,04 2,28 0,25 0,14 0 0,73

W 91,23 93,12 79,55 92,38 - 76,86

CV, 15,55 23,70 19,21 22,74 - 18,27

CV. 12,76 17,03 25,77 17,27 130,15 26,53

CV,/CV. 1,21 1,39 0,74 1,31 - 0,68

NSnido significativo; **significativo a 1%; *significativo a 5% pelo teste F.

Na Tabela 5 estdo apresentados os valores da média e desvio dos descritores
morfolégicos foliares para P. edulis, P. mucronata e os possiveis hibridos oriundos dos
cruzamentos entre P. edulis e P. mucronata. Em relacdo a esses descritores documentados,
observou-se que o genotipo UFV-M7 de P. edulis foi alocado separadamente dos demais grupos
pelo teste de Scott-Knott, diferenciando-se de todos os demais pelas varidveis DF, CP e DP. Os
gendtipos hibridos foram significativamente semelhantes aos dos genitores correspondentes a
espécie P. mucronata para essas varidveis. As caracteristicas que mais contribuiram para a

divergéncia genética entre os gendtipos foram DF (36,55%), seguida de DP (25,07%), e as que
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menos contribuiram foram CF, CP, DR e DC; com 15,94%, 10,44%, 10,18% e 1,79%,
respectivamente.

O genétipo UFV-M7 de P. edulis apresentou o maior valor de DF (11,91 cm), e os
menores valores foram encontrados entre os possiveis hibridos, genétipos 11, 12, I3, 16, 17, I8 e
I9. Os valores de DF encontrados para esses gen6tipos foram 4,70 cm, 5,42 cm, 3,98 cm, 5,15
cm, 4,75 cm, 5,44 cm e 5,08 cm, respectivamente.

Para DP, o gendétipo UFV-M7 de P. edulis também se destacou com o maior valor 2,91
cm, sendo os menores valores presentes nos genétipos 11, I3, 16, I8 e 19.

No estudo das caracteristicas qualitativas, observou-se que todos os possiveis hibridos
tinham as caracteristicas semelhantes ao dos genitores masculinos da espécie P. mucronata.
Com caule de coloracido verde-escura com auséncia de antocianina, auséncia de heterofilia e
presenca de estipulas. As folhas ndo apresentam profundidade de Sinus, sem pilosidade e
formato cordato, com as bordas do limbo inteiras, de coloracdo verde e auséncia de nectérios.

A Figura 5 representa a estrutura genética existente entre os genitores e 0s possiveis
hibridos. O agrupamento evidenciou a formacdo de dois grupos. Desta forma, o genitor
feminino (P. edulis) foi agrupado separadamente dos possiveis hibridos, que se agruparam
juntamente com genitores masculinos. A distancia genética média verificada foi de 12,16, a
maior distancia observada foi entre o genitor feminino e individuo 3 com valor de 81,02. A

menor distancia foi entre genitor masculino P6 e P10 com valor de 0,33.

Método de agrupamento : Ligagdo Média Entre Grupo(UPGMA)

L

o
-

o 10 20 30 40 60 70 80 90
o 6.42 12.85 19.27 25.7 3212 38.55 4497 514 57.82

Figura 5. Dendrograma mostrando o agrupamento de um genétipo de P. edulis, doze genétipos
de P. mucronata, e nove possiveis hibridos provenientes dos cruzamentos entre os genétipos de P.
edulis e os gendtipos de P. mucronata com base nos descritores morfoldgicos foliares. Método de
agrupamento — Ligacdo média entre grupos (UPGMA).

41

100
64.25



Tabela 5. Médias e desvio-padrdao dos descritores morfoldgicos foliares em um gendtipo de P. edulis, doze gendtipos de P. mucronata, € nove

possiveis hibridos oriundos dos cruzamentos entre P. edulis e P. mucronata.

TRAT CF DF Cp DP DC DR
.......................................................................... CI] ===cscmccccccccccsccssssscscsssssesse—a —————— RS ——
M7-UFV 11,38 +£2,5a 1191+ 3,0a 454+23a 291 £0.6a 13,68 £2,7a 357t 1,1b
P1 957+09b 7,15+ 0,8b 2,68 +04b 1,97+ 0.2b 335t42a 493+03b
P2 10,60 £ 1,2 a 7,39+£09b 3,18£03b 2,00 £0,25b 384+49a 6,20 £ 1,7a
P3 8,61 £0,5¢ 595+0,25b 227+031c¢ 1,68 + 0,21 ¢ 336 £42a 6,00+ 1,5a
P4 9,50 £ 0,7b 6,59 £ 0,31b 288 +0,29b 1,72 £ 0,21 ¢ 2,71+ 3,6l a 557+ 15a
P5 10,69 £ 0,9 a 6,37 £ 0,64 b 2,44 +0,21b 1,94 £ 0,25b 365t47a 455+093b
P6 9,82+ 0,5b 6,81 £0,97b 1,93 £0,33 ¢ 1,66 £ 0,19 ¢ 245+32a 4,56 + 0,77 b
P7 10,89 + 0,8 a 7,20 £ 0,65 b 2,47 +£0,46b 1,94 £ 0,25b 388+49a 473 £ 0,82 b
P8 10,27+ 0,4 b 6,34 + 0,61 b 2,57 +0,23b 191£0,25b 528 +6,7a 4,07+ 0,74 b
P9 10,20+ 1.4 b 6,71+0,5b 2,75+ 0,44b 191 +£0,22b 8,46 + 10,87 a 4,68 £ 1,12b
P10 9,82+ 0,5b 6,81 £09b 1,93 £0,33 ¢ 1,66 £ 0,19 ¢ 529 £6,78 a 4,04 + 0,67 b
P11 10,70 £ 0,8 a 7,44 + 0,62 b 2,37 +043b 1,75 £ 031 ¢ 7,80 £ 991 a 3,56 £0,62b
P12 10,14 + 1,2b 6,90 £ 09b 2,65+ 048b 2,01 £0,34b 7,02+9,02a 490+ 1,19b
I1 7,7+t 14c 4,7+0,79c 2,21 £ 0,66 ¢ 1,26 £ 0,17d 6,27 £ 9,43 a 4,02+051b
12 791+ 15¢ 542+ 1,59 ¢ 2,64 +£0,57b 1,46 £ 0,33 ¢ 7,15+998a 383+ 1,0b
I3 531+0,5d 3,98 +£ 0,68 ¢ 1,67 £ 0,21 ¢ 1,02 +0,09d 522+732a 347+£0381b
14 848t 1,5¢ 591+ 1,35b 274 £ 0,56 b 1,52+ 0,25¢ 594 +38,03a 593+237a
IS5 948 £ 1,5b 6,12+ 1,3b 321 +0,73b 1,65 £ 0,26 ¢ 5,86 £ 8,28 a 433 +£0,83b
I6 8,18+ 09c 55t 1,12¢ 2,65+ 0,61b 1,35+ 0,16d 6,31 £83a 449+ 132b
17 75+t12c 4,75+ 1,01 c 2,6 £0,64b 1,44 £ 0,47 ¢ 6,86 £ 9,4 a 6,09 £ 2,05 a
I8 7,54 £0,7¢ 5,44+0,49¢ 2,72+ 0,31b 1,16 £ 0,29 ¢ 8,46 £ 12,03 a 6,41+ 194 a
19 7,7+£0,9 5,08 +£ 0,65 ¢ 2,6 £0,62b 1,26 £ 0,22 ¢ 344 + 4,84 a 3,12+ 0,55b

Valores médios seguidos da mesma letra nas colunas ndo diferem estatisticamente pelo agrupamento de Scott-Knott a 5% de probabilidade. CF —
Comprimento foliar, DF — Diametro foliar, CP — Comprimento do peciolo, DP — Didmetro do peciolo, DC — Didmetro do caule, DR — Diametro

do ramo.
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DISCUSSAO

Os possiveis hibridos foram analisados por citogenética, comprovando a existéncia
apenas de cromossomos paternos. Verifica-se que os cromossomos de origem maternal foram
perdidos durante as mitoses e 0os cromossomos de P. mucronata sofrem duplicacdo, o que pode
ter ocorrido durante a embriogénese. No entanto, apds a duplicacdo o esperado seria a
ocorréncia de homozigose, assim como ocorre com duplos haploides e ndo a ocorréncia de
heterozigose como observado na andlise molecular.

Os marcadores SSR, confirmaram apenas marcas dos genitores masculinos nos
possiveis hibridos, fato esse que foi verificado em todos os primers utilizados na populagdo.
Observou-se homozigose nos nove possiveis hibridos avaliados com quatro dos primers (PE02,
PEO6, PE54 e PE66). Plantas homozigotas e heterozigotas foram observadas para os primers
PEO7 e PE18.

O esperado ap6s a fertilizac@o interespecifica, seria que os dois diferentes genomas
parentais fossem recombinados dentro de um nucleo. Segundo De Jong et al. (1993), o sucesso
do processo de hibridacdo depende da eficiéncia dessa recombinacdo. Assim a capacidade de
hibridacdo depende da afinidade entre os genomas parentais (McConnel e Kamemoto, 1993 e
Christopher et al., 1995).

As barreiras pré-fertilizacdo e a compatibilidade entre as espécies, podem ser avaliadas
por meio da relacdo filogenética. Ao avaliar a relacio filogenética entre as espécies genitoras
observou-se, via avaliacdo citogenética, homologia cromossdmica, para ambas espécies
apresentam 2n = 18 e pertencem ao Subgénero Passiflora; diferenciando-se em relagdo as series
(Serie Passiflora - P. edulis Sims. f. flavicarpa Deg. e da Serie Simplicifoliaec Harms Killip -
P. mucronata Lam.), indicando compatibilidade entre as elas.

E por meio da técnica de citometria de fluxo foi comprovada a inexisténcia de variacdes
significativas no contetido de DNA dos possiveis hibridos em relacdo aos seus genitores nao
sendo suficiente para confirmar a ocorréncia da hibridagdo, porém pode se afirmar que nao
houve alteracdo de ploidia nos possiveis hibridos, confirmag¢do essa observada nos resultados
de citogenética.

Vérias s@o as hipéteses para explicar a eliminacdo cromossdémica em hibridos
interespecificos. Dentre elas estdo: 1) diferencas nos tempos de processos essenciais da mitose

devido a assincronia da divisdo celular (Gupta, 1969); ii) assincronia na sintese de
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nucleoproteinas levando a perda de cromossomos com segregacao tardia (Bennett et al., 1976;
Laurie e Bennett, 1989); ii1) formagdo de polos multipolares (Subrahmanyam e Kasha, 1973);
iv) separacdo espacial dos genomas durante a interfase (Finch e Bennett, 1983, Linde-Laursen
e von Bothmer, 1999) e na metafase (Schwarzacher-Robinson et al., 1987); v) inativacdo
parental especifica de centromeros (Finch, 1983; Kim et al., 2002; Jin et al., 2004; Mochida et
al., 2004); vi) degradacdo de cromossomos por atividade de nucleases hospedeiro-especifico
(Davies, 1974); vii) e alteracdes na mitose pela ndo orientagdo de cromossomos na metéfase,
segregacdo tardia na anéfase, degradacdo de cromatina ou fragmentagdo de cromossomos € a
formacdo de microntcleos (Singh, 2002).

Estudos realizados por Germand et al. (2005), relatam que a elimina¢do cromossdmica
pode iniciar logo ap6s a fertilizagcdo, o que também foi confirmado por outros autores (Laurie
e Bennett, 1989; Mochida et al., 2004). A eliminac¢do especifica de sequéncias de DNA acontece
nos primeiros estagios apds a hibridacdo (Liu et al., 1996; Feldman et al., 1997). Na familia
Poaceae, uma eliminacdo somadtica parcial ou total de cromossomos de uma das espécies
parentais foi descrita, como em cruzamentos de Hordeum lechleri x H. vulgare (Linde-Laursen
e von Bothmer, 1999), Avena sativa x Zea mays (Riera-Lizarazu et al., 1996), Triticum aestivum
x H. vulgare (Barclay, 1975) e Triticum aestivum x Pennisetum glaucum (Germand et al.,
2005).

Situacdo semelhante tem sido relatada em hibridos resultantes de P. sublanceolata (2n
=22) x P. foetida var. foetida (2n = 22), que exibiu aneuploidia (2n = 22 - 2), provavelmente
devido a inativagdo cromossOmica por nucleases, degradacdo da cromatina, supressdo da
funcdo do centrdmero e assincronia das fases do ciclo celular (Santos et al., 2012). Ainda nao
se encontram na literatura relatos sobre a alteracdo uniparental em hibridacdes realizadas em
maracujazeiro. Porém, vérios exemplos podem ser observados na literatura a outras espécies
vegetais.

Baptista-Giacomelli et al. (2000), trabalhando com Avena sativa (aveia), demonstraram
a eliminacdo de cromossomos na meiose via formagdo de microndcleos em tétrades.
Cromossomos ndo orientados na metafase I e ascensdo precoce de cromossomos em anafase I
também foram observados, indicativo da existéncia de elimina¢do cromossdmica segundo os
autores.

Germand et al. (2005), trabalhando com hibridos provenientes de cruzamentos entre
trigo e milheto, observaram eliminagdo cromossdmica uniparental (cromossomos de milheto)

via formagdo de micronucleos, acompanhado de heterocromatinizagdo e fragmentacido de
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DNA. Estudos citoldgicos anteriores corroboram esse mecanismo de eliminacdo em estagios
iniciais de desenvolvimento embriondrio (Kasha e Kao, 1970). Os cromossomos ou fragmentos
eliminados ndo se alinham corretamente na metafase e segregam tardiamente na anédfase (Laurie
e Bennett, 1989). Essas observacdes sdo consistentes com o mecanismo cldssico de formagao
de micronucleos, que envolve a formag¢do de membranas ao redor desses cromossomos ou
fragmentos durante o processo de reconstru¢do da membrana nuclear no final da teléfase
(Schubert e Oud, 1997).

Segundo Kermicle (1969), mutagdes espontaneas no alelo recessivo do gene gametéfito
indeterminado (igl), em milho, restringe o potencial embriogénico das células, produzindo
somente o genoma de origem paterno, ou seja, androgenéticos. Foi observado que a presenca
do alelo igl permite a ocorréncia de um ndmero varidvel de divisdes mitéticas, resultando em
um saco embrionario com 16 nicleos ou mais, em vez dos oito nucleos observados
normalmente (Lin, 1981; Huang e Sheridan, 1996). Como resultado dessas divisdes mitdticas
adicionais, o individuo mutante que apresenta o alelo igl exibe heterofertilizacao,
poliembrionia e variacdo no nivel de ploidia do endosperma depois da fertilizagdo. Uma das
consequéncias durante o processo € a grande similaridade das células da regido da micrdpila,
ficando as sinérgides e as oosferas indistinguiveis, resultando em diferencas de ploidia e a
poliembrionia (Huang e Sheridan, 1996) e a possivel degradacdo da oosfera e o
desenvolvimento do nicleo espermatico do grao de pdlen no citoplasma da célula ovo leve a
formacao de embrides haploides (Kindiger e Hamann, 1993).

Estudos demonstram que a ndo disjun¢do cromossdmica resulta, mais comumente, em
trissomia ou monossomia. Porém, mais incomum, assumir um estado dissomico em que ambas
as copias derivam de um mesmo progenitor, como no caso deste trabalho, sendo denominada
dissomia uniparental. Se os cromossomos forem derivados de cromatides irmas idénticas tem-
se a isodissomia, mas se ambos os homdlogos de um genitor estiverem presentes denomina-se
heterossomia (Siegel e Slavotinek, 2005). Pode ocorrer por diversos mecanismos como: perda
de um cromossomo em um zigoto inicialmente trissomico (resgate trissdmico), fusdo de um
gameta nulissomico com um gameta dissomico (complementacdo gamética), resgate de um
zigoto monossdmico pela duplicacdo do cromossomo monossdmico e recombina¢do somatica
(Maluf et al., 2010).

Contudo, os possiveis hibridos formados apresentaram apenas crescimento vegetativo,
sem desenvolvimento de estruturas reprodutivas e flora¢do, sendo, portanto, considerados

estéreis. Possiveis mutacdes nos genes que controlam o processo de meiose podem causar certas
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irregularidades em algumas fases de desenvolvimento e afetar diretamente a fertilidade das
plantas (Karsburg e Battistin, 2006).

Em trabalho realizado por Freitas et al. (2015), avaliando cruzamentos reciprocos entre
P. edulis e P. mucronata, um unico hibrido foi obtido do cruzamento utilizando P. edulis como
genitor feminino, o mesmo apresentou um bom crescimento vegetativo, entretanto, ndo
floresceu. Outros trabalhos de hibridacdo com maracujazeiro também apresentaram
esterilidade, por exemplo, hibridos de P. edulis x P. incarnata (Knight, 1991), P.
quadrangularis x P. incarnata (Dixit e Torne, 1978) e P. edulis x P. caerulea (Beal, 1972).

A baixa porcentagem de frutos e sementes hibridas vidveis produzidas a partir de
cruzamentos pode ser decorrente de incongruidade, devido a barreiras de pds-fertilizagdo, tal
como a morte do embrido proveniente da degeneracdo do endosperma. Trabalhos realizados
com espécie silvestre P. caerulea e P. edulis também vém apresentando caracteristicas
semelhantes de pouco numero de sementes produzidas e baixa viabilidade das sementes
(Junqueira et al., 2005).

As caracteristicas morfologicas foliares apresentadas, diametro foliar e didametro do
peciolo, foram consideradas, dentre as caracteristicas avaliadas, essenciais para a formacao dos
dois grupos morfolégicos, onde o genitor materno (P. edulis) foi separado em um grupo, € outro
grupo formado pelos pais (P. mucronata) e os possiveis hibridos.

As plantas de P. mucronata e possiveis hibridos se caracterizaram por serem totalmente
glabras, com caule cilindrico e flexuoso; peciolos de 1 a 2 cm, com duas a quatro glandulas
localizadas aproximadamente na por¢ao mediana do peciolo; glandulas obscuras. As folhas sdo
ovado-cordadas, de 4 a 12 x 2,5 a 6 cm, subpeltadas a cordiformes na base e arredondadas no
dpice; trés a cinco nervuras coridceas na base. Os pedinculos sdo solitdrios de até 8 cm,
articulados a 1 cm da base floral, robustos e cilindricos (Cervi, 1997). O que caracteriza plantas

idénticas aos genitores paternos.

CONCLUSAO

Foi verificado a ocorréncia de hibridacao interespecifica entre P. edulis x P. mucronata,
sendo que os hibridos formados apresentam dissomia parental, ou seja, sdo0 compostos apenas

por cromossomos de origem paterna, com eliminacao seletiva dos cromossomos maternos.
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Os testes de marcadores moleculares, a caracterizacio morfolégica e o estudo
citogenético do hibrido interespecifico confirmam que os individuos estéreis oriundos do

cruzamento P. edulis com P. mucronata, apresentando apenas caracteristicas paternas.
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CAPITULO 2

Selecao de genétipos de maracujazeiro quanto a resisténcia a Fusariose.
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RESUMO

A producdo de maracuja no Brasil vem sofrendo grandes perdas devido a ocorréncia de
patégenos de solo, como Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae e Fusarium solani.
Atualmente, existem apenas medidas de prevencao as doencas causadas por estes patdgenos,
como o cultivo em dreas sem histérico de sua ocorréncia, o uso de material de propagacao
livre de patégenos e de plantas resistentes. O objetivo deste trabalho foi avaliar a resisténcia
de plantas, oriundas da planta M7-UFV em geracdo Ss3, Passiflora mucronata e possiveis
hibridos de P. edulis x P. mucronata quando inoculadas com F. oxysporum f. sp. passiflorae
e F. solani. Para isso foram montados dois experimentos. No experimento 1, a inoculacao de
F. oxysporum f. sp. passiflorae via suspensdo. No experimento 2, a inoculagcdo de F. solani
foi realizada por meio de um corte no colo da planta e a fixagao de um disco contendo micélio
do fungo. As testemunhas de ambos experimentos sofreram os mesmos tratamentos, porém
sem a presenca do indculo. Os resultados apresentados pelas plantas inoculadas com F.
oxysporum f. sp. passiflorae indicam resisténcia dos genotipos P. mucronata e M7-UFV. Os
primeiros sintomas surgiram 18 DAI, porém os gendtipos resistentes se restabeleceram e
apresentando ao final do experimento um elevado crescimento de parte aérea e radicular.
Além disso, pode-se constatar que os hibridos foram suscetiveis aos indculos, fato esse dado
pela baixa producgdo de raizes das estacas e presenga de necroses. Os resultados inferidos das
inoculacdes de F. solani ndo diferiram das testemunhas. Concluimos que os genétipos P.
mucronata e M7-UFV sao resistentes a F. oxysporum f. sp. passiflorae. E os hibridos foram

suscetiveis aos inoculos, os tratamentos de F. solani ndo diferiram das testemunhas.

Termos para indexacdo: Passiflora edulis, Fusarium, resisténcia.

Selection of passion fruit genotypes in relation to resistance to Fusariose.
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ABSTRACT

The production of passion fruit in Brazil has suffered great losses due to the occurrence of soil
pathogens, such as Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae and Fusarium solani. Currently,
there are only measures to prevent diseases caused by these pathogens, such as cultivation in
areas with no history of their occurrence, the use of pathogen free propagating material and
resistant plants. The objective of this work was to evaluate the resistance of plants from the
plant M7-UFV in generation S3, Passiflora mucronata and possible hybrids of P. edulis x P.
mucronata when inoculated with F. oxysporum f. sp. passiflorae and F. solani. For this, two
experiments were set up. In experiment 1, the inoculation of F. oxysporum f. sp. passiflorae
via suspension. In experiment 2, the inoculation of F. solani was done by means of a cut in
the plant colon and the fixation of a disk containing mycelium of the fungus. Witches from
both experiments underwent the same treatments, but without the presence of the inoculum.
The results presented by plants inoculated with F. oxysporum f. sp. passiflorae indicate
resistance of P. mucronata and M7-UFV genotypes. The first symptoms appeared 18 DAI,
but the resistant genotypes were restored and at the end of the experiment showed a high aerial
and root growth. In addition, it can be verified that the hybrids were susceptible to the
inoculum, fact given by the low production of roots of the cuttings and presence of necroses.
The results inferred from the inoculations of F. solani did not differ from the controls. We
conclude that genotypes P. mucronata and M7-UFV are resistant to F. oxysporum f. sp.
passiflorae. And the hybrids were susceptible to inoculum, the treatments of F. solani did not

differ from the controls.

Index terms: Passiflora edulis, Fusarium, resistance.

INTRODUCAO

O Brasil € o maior produtor de maracuja em nivel mundial, com uma producao média
total de 554 mil toneladas e produtividade em torno de 13,5 tha!, em 2017. Os estados da

Bahia, Ceard e Santa Catarina, sdo responsaveis por 56% do total da producao (IBGE, 2017).
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Apesar de ser o maior produtor mundial de maracujd, a produtividade nacional é muito
baixa, pois observa-se reducio na drea plantada no pais e a ocorréncia de pragas e patogenos que
influenciam diretamente a produtividade do maracujazeiro (Junqueira et al., 2005). A
incidéncia de vdrias doencas nos pomares de maracujazeiro, aliada a inexisténcia de cultivares
resistentes, tem contribuido para a reducdo da drea plantada, agravando a situacdo dos pomares, a
ponto de reduzir o tempo de exploracdo econdmica da cultura, podendo até mesmo inviabilizar
seu cultivo (Meletti et al., 2005).

Das doencas que atacam os maracujazeiros, duas merecem destaque: Fusariose
causada pelo fungo F. oxysporum Schlechtendahl emend. Snyder e Hansen f. sp. passiflorae
(Liberato e Costa, 2001) e a Podridao do colo, causada pelo fungo F. solani (Mart.) Sacc.
(Bueno et al., 2010).

Em relacdo a Fusariose, esta ocorre em diversas regides produtoras, podendo ocasionar
grandes danos devido a morte das plantas, afetando a produtividade e reduzindo a vida util
dos pomares (Liberato e Costa, 2001). A doenga ocorre em reboleiras e causa murcha da parte
aérea da planta, seguida de morte. Internamente, pode-se observar o escurecimento, marrom-
avermelhado, dos tecidos do xilema e, em adiantado estdgio da doencga, o caule ou as hastes
podem fender-se, deixando a mostra os sinais do patégeno. O patégeno tem a capacidade de
permanecer no solo por muitos anos pela formacado de clamidésporo, inviabilizando o cultivo
de maracuja em muitas dreas (Liberato e Costa, 2001).

A podridao do colo ou podridao fusariana provoca significativo decréscimo na
produtividade e constantes migracdes da cultura para regides livres do patégeno. Os sintomas
consistem em uma leve murcha dos ponteiros, acompanhada de alteracdo na coloragcdo da
folha para um verde-pélido, ocorrendo, posteriormente, murcha drastica, desfolha e morte das
plantas, devido ao completo anelamento necroético do colo da planta. Sdo também descritos
intumescimento e rachaduras da casca, na regido do colo afetado, exibindo uma coloragdo
arroxeada nas bordas das lesdes e formando, sob condicdes de elevada umidade, estruturas
pouco maiores que graos de areia, de coloracdo avermelhada, os peritécios do patégeno
(Fischer et al., 2005).

Atualmente, existem apenas medidas de prevencdo as doengas mencionadas acima,
como o cultivo em dreas sem histdrico de ocorréncia destas, o uso de material de propagacao
livre de patégenos e de plantas resistentes (Peruch et al., 2018).

Um dos fatores que pode ser citado para a melhoria dos pomares sdo os programas de

melhoramento genético da cultura. Trabalhos voltados para o aumento da produtividade,
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melhoria da qualidade de frutos e ao desenvolvimento de gendtipos resistentes as doencas
importantes para a cultura tém contribuido para o melhoramento genético (Bruckner et al.,
2002).

A resisténcia ou tolerancia aos principais patdgenos € vista pelos pesquisadores como
uma demanda urgente para pesquisas, sob pena de reducdo dréistica das dreas cultivadas e
insustentabilidade econ6mica da cultura (Faleiro et al., 2000).

Virias pesquisas vém buscando solu¢des no melhoramento genético a fim de gerar
gendtipos e hibridos com maior resisténcia as doengas do maracujazeiro. A obtencdo de
hibridos € uma técnica recentemente adotada, com pouco conhecimento sobre o
comportamento produtivo e a qualidade de frutos deste tipo de material (Freitas et al., 2012),
havendo a necessidade de pesquisas para obtengdo de cultivares que apresentem
caracteristicas de resisténcia (Faleiro et al., 2011).

Fontes de resisténcia tém sido buscadas em P. edulis e espécies relacionadas. Em
trabalhos de melhoramento visando resisténcia a doenga, realizados na Universidade Federal
de Vicosa, Flores et al. (2012) submeteram o maracujazeiro (P. edulis) a radiacdes com raios
gama para obtencao de mutantes e seleciona-los quanto a insensibilidade ao filtrado da cultura
de F. oxysporum f. sp. passiflorae. As plantas selecionadas por Flores et al. (2011) que foram
avaliadas a campo, numa drea com histérico de fusariose, no Setor de Fruticultura da UFV, a
maioria das plantas sobreviveram e, dentre essas, alguns mutantes apresentaram a capacidade
de florescerem precocemente e continuarem a emitir botdes florais sob fotoperiodos abaixo
de 11 h de luz.dia'(UFV-M7) (Lira Junior et al., 2014). As espécies P. foetida, P. mucronata,
P. nitida e P. morifolia apresentaram resisténcia mediante a inoculacdo de Fusarium
oxysporum f. sp. passiflorae e cultivadas em solucao nutritiva (Preisigke et al., 2017).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a resisténcia de plantas S3 oriundas de M7-UFV,
P. mucronata e hibridos de P. edulis x P. mucronata quando inoculadas com F. oxysporum f.

sp. passiflorae e F. solani.
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MATERIAL E METODOS

Cultura monospérica

As culturas monospdricas, utilizadas nos experimentos, oriundas de maracujazeiros
doentes, previamente identificados e multiplicados, foram provenientes da Micoteca da
Universidade do Estado de Mato Grosso (UNEMAT).

Dois experimentos foram conduzidos simultaneamente utilizando os seguintes
isolados: o Experimento 1 os isolados FOP06 e FOPO8 do complexo F. oxysporum f. sp.

passiflorae e no Experimento 2 os isolados FS12, FS13 e FS17 do complexo F. solani.

Material vegetal

Foram testadas quanto a resisténcia, as plantas S3 oriundas de P. edulis f flavicarpa
(M7-UFV), previamente selecionadas quanto a resisténcia ao F. oxysporum f. sp passiflorae
por Flores et al. (2012), P. mucronata e hibridos de P. edulis x P. mucronata do Programa de
Melhoramento Genético de maracujazeiro da Universidade Federal de Vicosa. Como controle
positivo foram utilizadas plantas de P. edulis da cultivar BRS Sol do Cerrado (BRS SC1).
Estas plantas foram obtidas por sementes e estacas herbaceas (hibrido) em casa de vegetacio
do Setor de Fruticultura da Universidade Federal de Vigosa (UFV), onde foram conduzidos

0s experimentos.

Experimento 1

Para a producdo dos indculos de F. oxysporum f. sp. passiflorae, os micélios dos

fungos preservados em fragmentos de papel filtro, foram repicados para placas de Petri
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contendo o meio de cultura SNA (Synthetic Nutrient-poor Agar), incubadas em BOD, a
temperatura de 25° C e fotoperiodo de 12h, por sete dias.

Ap6s o periodo de crescimento dos isolados, as placas contendo as colOnias de F.
oxysporum f. sp. passiflorae foram lavadas com dgua destilada e autoclavada com auxilio de
um pincel e peneira, para a obtencdo da suspensdo de esporos. A suspensdo foi preparada
minutos antes da inoculacdo, com a concentracio ajustada para 5 x 10 esporos mL™!, com
auxilio de uma cdmara de Neubauer. A inoculacio foi realizada pelo procedimento de raizes
lavadas descrita por Preisigke et al. (2017).

As plantas foram retiradas do substrato, e o sistema radicular foi lavado em &4gua
corrente. Partes das raizes foram cortadas com o auxilio de uma tesoura estéril, para a
padroniza¢do do tamanho das mesmas. Em seguida, as raizes foram imersas em 250 mL de
suspensao de conidios, por 24 horas. Nos tratamentos testemunhas, realizaram-se os mesmos
procedimentos, utilizando-se dgua destilada no lugar da suspensiao. Apds 24 horas, as plantas
foram retiradas e alocadas em recipiente contendo 250 mL de solucdo nutritiva proposta por

Clark (1975), sendo a solucao trocada a cada trés dias (Figura 1).

Figura 1:Montagem do experimento 1, inoculacdo de F. oxysporum f. sp. passiflorae via
suspensdo. A) Plantas com as raizes cortadas e imersas em 250 ml de suspensdo de conidios,
por 24 horas; B) Potes para transferéncia das plantas com solugdo nutritiva; C) Transferéncia,
apos 24 horas.

Avaliou-se o periodo de sobrevivéncia (periodo em dias da inoculacao até a morte das
plantas) e numeros de plantas vivas. Essas avaliacOes foram realizadas em intervalos de dois
dias até os 50 DAI (Dias Apds a Inoculacdo). Apds 50 DAI, foram retiradas 5 plantas por
tratamento e avaliou -se: nimero de folhas (NF), nimero de brotos (NB), comprimento da
parte aérea (CPA), numero de raizes (NR), comprimento de raizes (CR), massa da matéria

fresca de parte aérea (MFPA), massa da matéria fresca de raiz (MFR), massa da matéria seca
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de parte aérea (MSPA) e massa da matéria seca de raiz (MSR). O experimento foi conduzido
sob esquema fatorial 2 x 4 (isolados x gen6tipo), em delineamento inteiramente casualizados
com dez repeticdes. Os dados foram submetidos a andlise de variancia e as médias foram
comparadas pelo agrupamento de Scott-Knott a 5% de probabilidade, com auxilio do

programa estatistico do Genes (Cruz, 2013).

Experimento 2

Foi utilizada a metodologia descrita por Fischer et al. (2003) para a inoculacio de F.
solani. Um pequeno ferimento foi realizado no colo da planta, onde foi colocado um disco de
5 mm de didmetro do meio de cultura SNA contendo micélio fiingico, fixando-o com auxilio
de plastico tipo PVC (Figura 2). As testemunhas foram submetidas aos mesmos
procedimentos de ferimento, porém sem a aplicacio do fungo, colocando-se apenas um disco
do meio de cultura SNA-estéril. O plastico foi removido cinco DAL A andlise das plantas se
deu pela avaliacdo didria do periodo de sobrevivéncia até 50 DAI, e pela escala de nota,
adaptada e modificada de Roy (1997), realizada aos 50 DAIL O experimento foi conduzido
sob esquema fatorial 3 x 4 (isolados x gendtipo) em delineamento inteiramente casualizado

com dez repeti¢des.

Figura 2: Montagem do experimento 2 (Testemunha), inoculacdo de Fusarium solani. A)
Discos de meio SNA; B) Pequeno ferimento no colo da planta; C) Insercao do disco do meio
de cultura; D) Fixagdo com auxilio de plastico tipo PVC.

Ap06s 50 DAL, foram retiradas cinco plantas por tratamento e avaliaram-se: nimero de
folhas (NF), nimero de brotos (NB), comprimento da parte aérea (CPA), comprimento de
raizes (CR), massa da matéria fresca de parte aérea (MFPA), massa da matéria fresca de raiz

(MFR), massa da matéria seca de parte aérea (MSPA) e massa da matéria seca de raiz (MSR).
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Os dados foram submetidos a andlise de varidncia e as médias foram comparadas pelo
agrupamento de Scott-Knott a 5% de probabilidade.com auxilio do programa estatistico do

Genes (Cruz, 2013).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Experimento 1

Pelos resultados obtidos na andlise de variancia, descritos na Tabela 1, pode-se
observar que ocorreu interacdo entre os gendtipos de maracujazeiro e os isolados de F.
oxysporum f. sp. passiflore, para as caracteristicas avaliadas NF, NR, CR e MFPA ao nivel de
5% de probabilidade. Houve diferencas significativas entre genétipos apenas para a
caracteristica NR. Entretanto, diferencas significativas ao nivel de 5% e 1% de probabilidade,
pelo teste F, foram identificadas entre os indculos, apenas a caracteristica CR ndo foi
significativa.

Os genétipos P. mucronata e Sz de M7-UFV apresentaram melhor desenvolvimento
quando inoculados com o inéculo FOP06, sendo que P. mucronata apresentou maior
crescimento de parte aérea ¢ M7-UFV de sistema radicular. Os genoétipos dos hibridos

obtiveram baixo desenvolvimento na presencga principalmente, do in6culo FOP06 (Tabela 2).
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Tabela 1. Andlise de varidncia e estimativas de parametros das caracteristicas avaliadas no experimento 1(inoculacido de F. oxysporum f. sp.
passiflorae via suspensdo): nimero de folhas (NF), nimero de brotos (NB), comprimento da parte aérea (CPA), nimero de raizes (NR),
comprimento de raizes (CR), massa fresca de parte aérea (MFPA), massa fresca de raiz (MFR), massa seca de parte aérea (MSPA) e massa seca

de raiz (MSR)

FV GL QM
NF NB CPA NR CR MFPA MFR MSPA MSR
-—— ——— CIMN======e== e
Inoculo 3 451,12* 30,68%* 2226,72%* 766,44* 151,19 145,52%* 199,99** 16,38* 2,73%
Genotipo 2 53,81™ 2,11 50,86 398,46** 1,12m 1,32 1,60 1,66™ 0,17
IxG 6 60,72* 1,65™ 334,50 147,17* 53,80% 19,68* 12,28™ 2,49 0,34
Residuo 48 19,39 0,80 246,84 60,36 18,58 6,23 9,44 1,73 0,18
Total 59
Média 11,21 1,31 36,82 16,53 17,57 8,21 7,27 2,30 1,05
CV (%) 39,25 68,28 42,60 46,99 24,52 30,38 42,23 57,02 40,56

NS

ndo significativo; ** significativo a 1%; * significativo a 5% pelo teste F.
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Tabela 2. Médias das caracteristicas avaliadas no experimento 1 (inoculacio de F. oxysporum f. sp. passiflorae via suspensdo) nos genétipos avaliados
em relacdo aos isolados.

Genétipo NF NB CPA NR

F1 F2 F3 F1 F2 F3 F1 F2 F3 F1 F2 F3
G1 9,2Ab 11,4Ab 10,4Aa  0,6Bb 1,0Bb  2,4Aa 54,0Aa 39,24Aa 36,64Ab 18,4Aa 16,0Ab 24,6Aa
G2 19,2Aa 24,4Aa 11,6Ba  3,8Aa 28Aa 34Aa 46,74Aa 45,0Aa 59,0Aa 9,8Aa 14,8Ab 16,6Ab
G3 9,0Ab 12,2Ab 12,0Aa  0,0Ab  0,2Ab  0,6Ab 23,1Ab 35,54Aa 32,8Ab 11,2Ba 31,2Aa 31,4Aa
G4 4,4Ab 4,4Ac 6,4Aa 0,8Ab  0,0Ab  0,2Ab 28,74Ab 20,44Aa 20,70Ab 7,4Aa 7,6Ab 9,4Ab

Continuagdo
Genétipo CR MFPA MFR MSPA
F1 F2 F3 F1 F2 F3 F1 F2 F3 F1 F2 F3
G1 20,78Aa  22,16Aa 20,92Aa 9,89Aa 9,54Ab 9,17Ab  11,08Aa  9,04Ab 9,23Aa 2,36Aa 2,16Ab 221Aa
G2 16,30Aa  15,88Ab 11,56Ab 6,95Aa  6,79Ac 4,8Ac 6,04Ab 6,78Ab 422Ab 1,95Aa 1,93Ab 1,27Aa
G3 14,34 Ba 20,24Aa 22,8Aa 8,97Ba 14,07Aa 12,84Aa 841Aa 12,31Aa 1147Aa 298Ba 5,17Aa 3,24Ba
G4 17,96Aa 13,0Ab 15,0Ab  7,13Aa  3,44Ad 4,98Ac 3,44ADb 2,14Ac 3,10Ab 2,02Aa  1,08Ab 1,31Aa
Continuagdo
”» MSR
Genotipo F1 F2 F3

G1 1,26Aa 1,5Aa 1,07Ab

G2 0,87Aa 1,0Ab 0,75Ab

G3 1,07Ba 1,64Aa 1,85Aa

G4 0,62Aa 0,42Ac 0,62Ab

Meédias seguidas pelas mesmas letras maitusculas na HORIZONTAL constituem grupo estatisticamente homogéneo. Médias seguidas pelas mesmas
letras mintdsculas na VERTICAL constituem grupo estatisticamente homogéneo. Segundo Scott e Knott a 5% de significancia. F1 — Controle, F2
— FOPO6, F3 — FOPO08, G1- BRS Sol do Cerrado, G2 — P. mucronata, G3 — M7-UFV e G4 — Possiveis Hibridos.NF — Numero de folhas, NB —
Numero de brotos, CPA — Comprimento de parte aérea, NR — Ndmero de raizes, CR — Comprimento de raiz, MFPA — Massa da matéria fresca da
parte aérea, MFR — Massa da matérias fresca da raiz, MSPA — Massa da matéria seca da parte aérea e MSR — Massa da matéria seca de raiz.
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Os primeiros sintomas apareceram nas plantas controle, BRS Sol do Cerrado, aos 18
DAI com FOPO06, verificou-se que os sintomas ndo levaram a morte das plantas (Figura 3). Nao
houve diferenca significativa em relacdo ao periodo de sobrevivéncia. Observou-se que 0s
gendtipos P. mucronata, S3 de M7-UFV e BRS Sol do Cerrado sobreviveram em média 49 DAI

e os hibridos sobreviveram 47 DAl de F. oxysporum f. sp. passiflorae, independente do in6culo.

Figura 3: Imagem registrando os primeiros sintomas de amarelecimento e podriddo das raizes
ap6s a inoculacdo de F. oxysporum f. sp. passiflorae via suspensdo. A) Inicio do
amarelecimento aos 18 DAI, B) Formacao de gel na solucdo nutritiva; C) Desenvolvimento de
novas raizes adventicias e necrose das raizes velhas.

De maneira geral, os genotipos P. mucronata € Sz de M7-UFV se destacaram por serem
os gendtipos que apresentaram as maiores médias para as caracteristicas avaliadas,
demonstrando serem, entre os genétipos avaliados, os mais resistentes a F. oxysporum f. sp.
passiflorae. Os mais suscetiveis, dentre os gendtipos avaliados, foram os hibridos. Como
destacado no Capitulo 1 desde documento, 0 mesmo apresenta as mesmas constituigoes
genéticas de P. mucronata, entretanto ndo apresentaram o mesmo comportamento. Esse fato
pode ser devido suas mudas serem produzidas via estaquia e ndo via semente, assim
proporcionando um baixo desenvolvimento radicular.

Resultados similares foram encontrados por Preisigke et al. (2015) e Veloso et al.
(2014). Esses autores avaliaram espécies silvestres de maracujazeiros quanto resisténcia a F.
oxysporum f. sp. passiflorae, e mostraram que P. mucronata é resistente.

A baixa ocorréncia de mortalidade de plantas nao refletiu a elevada
viruléncia/patogenicidade dos isolados, pois, apesar de ter sido observado baixo nimero de
plantas mortas, os isolados foram capazes de infectar os tecidos das plantas inoculadas e
manifestar sintomas necroticos visiveis nos possiveis hibridos e inicial amarelecimento e danos

as raizes inoculadas nos genétipos de S3; de M7-UFV e P. mucronata (Figura 3 e 4). Dessa
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forma, assim como descrito no trabalho de Dariva (2011), para este patossistema e nas
condic¢des deste ensaio, a morte de plantas ndo se mostrou um bom indicador para a avaliagio
da incidéncia da doenca, uma vez que estaria subestimando a patogenicidade dos isolados

estudados.

4 { e ‘l

Figura 4: Plantas aés 50 DAl de F. oxysporum f. sp. passiflorae via suspensao, foco nas raizes

e corte transversal da regido do colo. A) Testemunha ndo inoculada, BRS Sol do Cerrado; B)
P. mucronata inoculado com FOP06; C) S3 de M7-UFV inoculado com FOP 06; D) Possivel
hibrido inoculado com FOP06.

Na Figura 4, observam-se os sintomas da doenca nos gendtipos inoculados com FOP 06
comparando com a testemunha. Foi possivel notar nos possiveis hibridos o apodrecimento do
sistema radicular devido a colonizacdo do sistema vascular pelo fungo e a mudanga na

coloracdo dos tecidos do xilema, com a ocorréncia de coloragdo ferruginosa, sintomas
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caracteristicos da doenca (Figura 4 D). J4 as plantas testemunhas, apresentam sistema radicular
desenvolvido e com emissdo de novas raizes (Figura 4 A).

Visualizou-se danos externos na regido do colo das plantas apenas em P. mucronata e
nos hibridos (Figura 4 B e D). Observou-se também, assim como descrito por Dariva et al.
(2015), raizes secunddrias de espessura fina (<1 mm) necrosadas em todos 0s genétipos
inoculados e pequenas manchas na regido do xilema em P. mucronata.

O fato de as plantas inoculadas com F. oxysporum. f. sp. passiflorae nao apresentarem
sintomas na parte aérea e nao terem sido afetadas pelo patégeno pode estar relacionado ao modo
de colonizacao do patégeno, pois a quantidade de tecidos corticais afetados possivelmente ndo
foi suficiente para comprometer o desenvolvimento das plantas, e o aparecimento de sintomas
de murcha no tempo de avaliacdo (Dariva et al., 2015).

Ortiz et al. (2014) afirmaram que as lesdes causadas pelo patégeno F. oxysporum, hifas
e microconidios sdo evidentes no limen dos vasos, bem como a formacao de géis, que constitui
uma resposta de defesa das plantas infectadas. Esses géis podem limitar a disseminacdo de
fungos ao ocluir os vasos. Neste estudo, formagdes de géis foram observadas na solucdo
nutritiva que, principalmente das plantas em periodo de desenvolvimento de novas raizes

adventicias, as raizes velhas estavam sofrendo necrose (Figura 3).

Experimento 2

Com base nos resultados obtidos na andlise de variancia, descritos na Tabela 3, pode-se
observar que nio ocorreu a interacao entre os genotipos de maracujazeiro e os isolados de F.
solani, nem mesmo a ocorréncia de diferencas significativas entre os genotipos. Entretanto,
diferencas ao nivel de 5% e 1% de probabilidade, pelo teste F, foram identificadas entre os
isolados para as caracteristicas avaliadas NF, NB, CPA, CR e MFR. Demonstrando assim, a
ocorréncia de variabilidade apenas entre os isolados inoculados (Tabela 3).

Como esperado, as plantas tiveram maior desenvolvimento radicular € maior numero de
folhas quando nao inoculas com F. solani, o crescimento da parte aérea nao seguiu 0 mesmo
padrao (Tabela 4). O inéculo FS17 proporcionou o menor desenvolvimento nas plantas em

relagc@o aos demais indculos.
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Tabela 3. Anélise de variancia e estimativas de parametros das caracteristicas avaliadas no experimento 2 (inoculacao de Fusarium solani): nimero
de folhas (NF), niimero de brotos (NB), comprimento da parte aérea (CPA), comprimento de raizes (CR), massa fresca de parte aérea (MFPA),
massa fresca de raiz (MFR), massa seca de parte aérea (MSPA) e massa seca de raiz (MSR).

QM
Fv GL NF NB CPA CR MFPA MFR MSPA MSR
- [Ryp— [Rpp— cm _________ [Epp— -
Inoculo 3 401,88** 10,71** 3483,64* 2719,43%% 60,6™ 434, 54** 4,39 16,6™
Gendétipo 3 11,28™ 0,21™ 259,55 355,53 15,88™ 55,77™ 2,1m 2,16™
IxG 9 11,33™ 0,63 537,34 207,62™ 17,14 40,39 1,62™ 6,44"
Residuo 64 13,36 0,53 310,44 147,68 8,55 105,58 1,05 4,12
Total 79

Média 11,12 0,63 40,41 38,99 7,79 15,97 2,40 3,5

CV (%) 32,85 114,33 43,6 31,16 37,54 64,31 42,66 57,94

NS ndo significativo; ** significativo a 1%; * significativo a 5% pelo teste F.

Tabela 4. Médias das caracteristicas avaliadas no experimento 2 (inoculacdo de Fusarium solani) nos genétipos avaliados em relagdo aos isolados.

Iné6culo NF NB CPA CR MFPA MFR MSPA MSR
F1 8,4b 0,3a 54,29a 30,92a 8,70a 11,49b 2,59a 2,58a
F2 17,8a 1,7a 49,04b 42,94a 5,98a 18,04b 1,88a 4,60a
F3 8,65b 0,05b 30,10b 28,42a 9,75a 12,83b 2,96a 2,96a
F4 9,65b 0,5b 28,2b 53,67b 6,72a 21,53a 2,19a 3,86a

Médias seguidas pelas mesmas letras mindsculas na VERTICAL constituem grupo estatisticamente homogéneo. Segundo Scott e Knott a 5% de
significancia. F1 — Controle, F2 — FS12, F3 — FS13, F4 — FS17. NF — Numero de folhas, NB — Numero de brotos, CPA — Comprimento de parte
aérea, CR — Comprimento de raiz, MFPA — Massa da matéria fresca da parte aérea, MFR — Massa da matéria fresca da raiz, MSPA — Massa da
matéria seca da parte aérea e MSR — Massa da matéria seca de raiz.
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Apo6s a inoculacdo, na andlise das plantas pela escala de nota (Roy, 1997), deu-se nota
1 ao tratamento testemunha e nota 2 aos demais tratamentos com inoculacdo. As notas foram
atribuidas como se pode observar na Figura 5, devido aos Gnicos sintomas aparente nas plantas
inoculadas com F. solani, caracterizarem-se pelo amarelecimento foliar e a queda foliar
proximo ao colo da planta. Algumas plantas apresentaram rachaduras no colo, porém ndo se
observou necrose e morte das mesmas. Trabalhos realizados por Dariva et al., (2015) também
demonstraram que algumas plantas apresentavam o colo sadio, mesmo apds sua murcha e

morte.

Figura 5: Plantas 50 DAI de Fusarium solani, genétipos BRS Sol do Cerrado, P. mucronata,
M7-UFV e possivel hibrido, respectivamente para cada inoculo. A) Testemunha; B) Inéculo

FS12; C) In6culo FS13; D) In6culo FS17.
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CONCLUSAO

Os resultados permitem concluir que os genétipos P. mucronata e M7-UFV apresentam
resisténcia inoculadas com F. oxysporum f. sp. passiflorae e os hibridos foram suscetiveis aos
in6culos.

Os resultados inferidos das inoculagdes de F. solani ndo diferiram das testemunhas.
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CAPITULO 3
Niimero de folhas e AIB na estaquia caulinar de hibridos de Passiflora edulis x Passiflora

mucronata
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RESUMO

O Brasil é o maior produtor de maracujd do mundo, sendo seus pomares formados
principalmente por sementes, o que propicia grande variabilidade genética e desuniformidade.
O uso de propagacdo vegetativa, como estaquia e enxertia, tem sido usado visando maior
uniformidade, assim como, manuten¢ao do material e uso de espécies silvestres e hibridos como
fonte de resisténcia e/ou rusticidade. Contudo, as dificuldades oriundas do custo de formacgao
das mudas e enraizamento devem ser superadas para maior disseminacdo de seu uso. Em
dezembro/2016, estacas caulinares de hibridos de Passiflora edulis x Passiflora mucronata
foram confeccionadas com trés gemas, corte em bisel na base e reto no dpice, sendo deixadas
uma e duas folhas reduzidas a metade, ambas submetidas a aplica¢do de 4cido indolbutirico
(AIB), nas concentragdes 0, 500, 1000, 1500 e 2000 mg L', formando um fatorial 2x5,
inteiramente casualizado. O plantio foi realizado em caixas de areia autoclavadas e as estacas
foram mantidas em casa de vegetacdo com nebulizacdo durante 71 dias. Foram avaliadas as
percentagens de estacas enraizadas, vivas, vivas sem raiz, mortas, com calo e brotadas, além da
percentagem de retencdo foliar, nimero de raizes e comprimento das raizes. Verificou-se que a
interacdo entre os tratamentos foi significativa somente para as varidveis percentagem de raizes
mortas e retencao foliar. O ndimero de folhas nas estacas foi significativo para as varidveis
percentagem de enraizamento, estacas vivas sem raiz, retencdo foliar, nimero de raizes e
comprimento de raiz. O uso de AIB foi significativo apenas nas varidveis numero de raizes e
percentagem de estacas vivas sem raiz. As estacas com uma folha e com a aplicacio de AIB na
concentra¢do de 2000 mg L' promoveram a maior percentagem de enraizamento (70,35%).

Assim, nas condicdes estudadas o uso de AIB foi indispensavel para produc¢do de estacas.

Termos para indexacao: Auxina, enraizamento, hibridos, Passiflora, tipos de estacas.

Influence of number of leaves and IBA application on stem cutting of hybrids of Passiflora

edulis x Passiflora mucronata
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ABSTRACT

Brazil is the largest producer of passion fruit in the world, with its orchards mainly composed
of seeds, which provides great genetic variability and unevenness. The use of vegetative
propagation, such as cuttings and grafting, has been used for greater uniformity, as well as
maintenance of the material and use of wild and hybrid species as a source of resistance and/or
rusticity. However, the difficulties stemming from the cost of seedling formation and rooting
must be overcome for greater dissemination of its use. In December/2016, stem cuttings of
Passiflora edulis x Passiflora mucronata hybrids were made with three buds, bevel cut at the
base and rectum at the apex, leaving one and two leaves reduced by half, both submitted to the
application of indolebutyric acid (IBA), at concentrations 0, 500, 1000, 1500 and 2000 mg.L"!,
forming a factorial 2x5, completely randomized. The planting was carried out in autoclaved
sandboxes and the cuttings were kept in a greenhouse with nebulization for 71 days. The
percentages of rooted, live, live, rootless and dead cuttings with callus and sprouts were
evaluated, as well as the percentage of leaf retention, number of roots and length of roots. It
was verified that the interaction between the treatments was significant only for the variables
percentage of dead roots and foliar retention. The number of leaves on the cuttings was
significant for the variables rooting percentage, live cuttings without root, leaf retention, root
number and root length. The use of IBA was significant only in the number of roots and
percentage of live cuttings without roots. The cuttings with a leaf and with the application of
IBA in the concentration of 2000 mg.L! promoted the highest percentage of rooting (70,35%).
Thus, under the conditions studied, the use of IBA was indispensable for the production of

cuttings.

Index terms: Auxin, rooting, hybrids, Passiflora, of cuttings.

INTRODUCAO

O género Passiflora pertence a familia Passifloraceae, sendo originario da América do

Sul. As plantas de tal género se caracterizam por serem trepadeiras de grande porte, lenhosas,
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vigorosas e de crescimento rapido, capazes de produzir com apenas seis meses apds o plantio
(Meletti, 2000).

Os pomares de maracujazeiro, desde o inicio de seu cultivo comercial, na década de 70,
em sua grande maioria sdo propagados por via sexuada seminifera, o que leva a uma elevada
variabilidade genética e uma baixa uniformidade e produtividade dentro dos pomares (Silva et
al., 2011). Uma das formas de manuten¢do do material genético com boas caracteristicas no
pomar € o uso da propagacdo vegetativa por meio de estaquia, alporquia ou enxertia. Tais
métodos favorecem a multiplicacdo de plantas produtivas e tolerantes/resistentes a pragas e
doencas, o que garante a uniformidade e precocidade da producdo. Apesar de suas vantagens,
a propagacdo vegetativa ainda nio é usada em escala comercial no Brasil, devido ao seu alto
custo de produgdo das mudas e ao tempo exigido para sua formacao (Lima, 2005).

A estaquia € um processo de multiplicacdo de plantas, sob condi¢Oes favordveis de
cultivo, que permite a obtencdo de plantas novas com as mesmas caracteristicas genéticas da
planta-mae (clones) por meio de segmentos de caules, raizes, brotos apicais e folhas. Segundo
Mayer et al. (2017), o enraizamento € a etapa mais dificil da estaquia, devido aos inimeros
fatores que afetam a capacidade de enraizamento das plantas. Paiva e Gomes (2005) citaram
alguns fatores que podem afetar o enraizamento: condi¢do fisioldgica e idade da planta mae;
época de coleta das estacas; tipo de estaca; condi¢des de temperatura, umidade e luminosidade;
e substrato.

Os fitorreguladores, especialmente as auxinas, vem sendo muito empregados com o
intuito de favorecer o enraizamento. O acido indolbutirico (AIB) foi citado por Smarci (2008)
como a auxina mais comumente utilizada, por se tratar de uma substancia fotoestavel, de acdo
localizada e menos sensivel a degradacdo bioldgica, em comparacdo com as demais auxinas
sintéticas. A sua concentracdo ideal de uso é especifica a cada espécie e as condicdes de
confeccdo da estaquia (Paiva e Gomes, 2005).

Outro fator que influencia o enraizamento e crescimento das estacas € o tipo de estaca,
ou mais especificamente, o nimero de folhas presentes na estaca. Tal fato pode influenciar a
sobrevivéncia do material, pois as folhas sdo fontes de carboidratos, nutrientes minerais,
hormonios, que serdo translocados para a base da estaca, acumulando-se na zona de regeneracao
e induzindo o enraizamento; além de ativar a via de transpiracgao e fotossintese, a movimentagao
de solutos e dgua, bem como de hormonios, auxiliando ainda na regulagdo da temperatura na

estaca (Lima et al., 2007).
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A propagacdo vegetativa do maracujazeiro vem sendo estudada principalmente em
relacdo a estaquia e enxertia, sendo a maioria desses estudos realizados na espécie P. edulis f.
flavicarpa O. Deg (Junqueira et al., 2006; Graga, 1990; Aratjo et al., 2010). J4 no que se refere
a espécies silvestres e hibridos, os estudos sao voltados ao seu uso como porta-enxerto visando
obter suas caracteristicas de resisténcia a certas doengas e pragas e a sua rusticidade (Salomao
et al.; 2002, Silva et al., 2005; Meletti et al.; 2002; Roncatto et al., 2005; Sdo José€ et al., 1994,
Almeida et al., 1991).

Desta forma, este estudo teve como objetivo avaliar a influéncia do nimero de folhas e
da aplicacdo de AIB na estaquia caulinar de hibridos de P. edulis x P. mucronata, para seu

futuro uso como porta-enxerto nos programas de melhoramento.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo, com cobertura de filme pléstico
transparente e sistema de nebulizacdo, do Departamento de Fitotecnia da Universidade Federal
de Vicosa (UFV), localizado em Vicosa, Minas Gerais (20° 45' 14" S, 42° 52' 55" W, 648 m).

As estacas de maracujazeiro foram coletadas em dezembro de 2016, de plantas oriundas
do cruzamento entre P. edulis x P. mucronata com nove anos de idade, pertencentes ao
Programa de Melhoramento Genético de Maracujazeiro da Universidade Federal de Vigosa. As
estacas herbaceas foram retiradas da parte apical dos ramos laterais, com quatro gemas, sendo
envolvidas em papel umedecido e acondicionadas em sacos plésticos, formando uma camara
umida; em seguida transportadas para casa de vegetacdo do Setor de Fruticultura do
Departamento de Fitotecnia, da Universidade Federal de Vicosa (DFT/UFV).

O preparo das estacas foi efetuado na camara de nebulizacdo para evitar a desidratacio,
realizando-se o corte em bisel logo abaixo de um né e o seccionamento da parte apical, deixando
trés gemas e uma ou duas folhas, conforme o tratamento, tendo seus limbos reduzidos a metade
do comprimento. Para a solu¢do hidroalcodlica foi preparado uma solugdo estoque de AIB, este
foi pesado e dissolvido em 10 mL de dlcool, em um béquer, onde apds totalmente dissolvido
completou-se o volume para 1000 mL, com 4dgua destilada, obtendo-se entdo a concentracao de
2000 mg.L!, retirou-se 100 mL da mesma para uso e realizou-se a dilui¢io para as demais

concentracgdes, todas a um volume final de 100 mL. A base das estacas foi colocada na solugao
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durante 10 segundos. As estacas foram plantadas em caixas preenchidas com areia autoclavada,
para evitar possiveis patégenos de parte aérea.

Aos 70 dias a partir da instalacdo do experimento, e tendo como base o estudo de Costa
et al., (2017), foram analisadas as seguintes varidveis:

i.  estacas enraizadas (ENR): nimero de estacas que apresentaram, pelo menos,
uma raiz;
ii.  estacas com calo (CALO): nimero de estacas que apresentaram calo;
ili.  estacas vivas sem raiz (VSR): nimero de estacas que estavam vivas, mas que
ndo apresentaram raiz;
iv.  estacas vivas (VIVAS): nimero de estacas que sobreviveram, ao fim do ensaio,
independente da presenc¢a ou ndo de raizes ou calos;
v.  mortalidade (MORTAS): nimero de estacas que nio sobreviveram, ao fim do
ensaio;
vi.  estacas com brotagdo (BROTOS): nimero de estacas que apresentaram pelo
menos um broto;
vii.  todos os dados das caracteristicas acima foram transformados em percentagem;
viii.  reten¢do foliar (RF): ndmero de estacas que mantiveram e adquiriram folhas do
inicio até ao final do ensaio;
ix.  ndmero de raizes (NR): nimero de raizes apresentadas por estacas;
X.  comprimento das raizes (CR): a medig¢ao realizada com auxilio de régua;

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, em esquema
fatorial 5x2, sendo cinco concentragdes de indutor de enraizamento Acido Indolbutirico - AIB
(0; 500; 1000; 1500 e 2000 mg.L‘l) e dois tipos de estacas (estacas com um folha e com duas
folhas), com quatro repeticdes e 10 estacas por repeticdo.

Os dados foram transformados para as funcOes raiz quadradas (y + 0,5) quando obtidos
por contagem e logaritmica (log + 1) para os quantitativos. Realizou-se anélise de variancia e
regressao, utilizando o teste F (P < 0,10) para verificar os efeitos isolados e a interacdo entre os
fatores, e posteriormente, as médias foram comparadas pelo agrupamento de Scott e Knott a
10% de significancia. As andlises estatisticas foram realizadas com o auxilio do software

estatistico SISVAR (Ferreira, 2014).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Na anélise de variancia (Tabelas 1), observou-se que a interagdo concentragao de AIB
e tipo de estaca (nimero de folha) foi significativa apenas para a percentagem de mortalidade
e percentagem de retencdo foliar. O tipo de estaca influenciou significativamente na
percentagem de enraizamento, o comprimento das raizes e percentagem de retencdo foliar. A
percentagem de plantas vivas sem raiz e o nimero de raiz foram significativos tanto para a
concentracdo de AIB como para o tipo de estacas, mas ndo houve interacao entre 0S mesmos.
A percentagem de calos, percentagem de plantas vivas e percentagem de plantas com brotacdes
nao foram significativas aos tratamentos.

As estacas confeccionadas com uma folha reduzida a metade, garantiu o melhor
enraizamento (Figura 1), chegando a um enraizamento médio de 45,33% com uma folha e de
26,14% com duas folhas. Mesmo a concentracdo de AIB ndo sendo estatisticamente
significativa, as estacas confeccionadas com uma folha e concentragio de AIB de 2000 mg.L"!
obtiveram 70,35% de enraizamento. Esses resultados corroboram com os encontrados por Lima
et al., (2007) e Meletti e Nagai (1992), que verificaram que a presenca de uma folha propiciou
o aumento do enraizamento de espécies comerciais de maracujazeiros (P. edulis f. flavicarpa e
P. alata) e com os resultados encontrados por Alexandre et al. (2014) para estacas de P.
mucronata Lam. que constataram uma percentagem de enraizamento de 86,0% na concentracao

de AIB de 1000 mg.L! em estacas confeccionadas com uma folha.

Numero de Folhas x Dose de AIB
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=l
=)

% de enraizamento
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@1 =2

Figura 1. Percentagem de enraizamento, de estacas de P. edulis x P. mucronata, tratadas com
diferentes concentracdes de 4cido indolbutirico (AIB) com uma (1) ou duas (2) folhas por estacas.
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Tabela 1. Andlise de variincia do efeito das diferentes concentragdes de AIB e niimero de folhas em estacas do hibrido de P. edulis x P. mucronata
nas variaveis: ERN - % de enraizamento, CALO - % de plantas com calo, VSR - % de plantas vivas sem raiz, MORTAS - % de mortalidade,

BROTOS - % de plantas com brota¢cdes, RF - % de retencao foliar, NR — Numero de raizes, CR - Comprimento das raizes.

FV GL oM
ENR CALO VSR VIVAS MORTAS BROTOS RF NR CR
Doses 4 9,66™ 0,18™ 11,78 0,35™ 3,97 0,85™ 2,02 0,56 0,12™
Folhas 1 44,10 0,40 20,90 o 0,22" 8,10™ 9,02 0,62 0,9
DxF 4 4,03 0,33™ 4,83 3,12 11,22 4,10™ 6,40 0,18™ 0,27
Residuo 30 6,50 0,30 5,41 1,66 4,95 3,08 2,87 0,19 0,23
Total 39
C.V.(%) 46,78 5,62 33,01 15,28 46,15 21,41 24,31 116,75 64,41
Média 5,45 9,75 7,05 8,45 4,82 8,20 6,97 0,37 0,75
NS ndo significativo; ¢  significativo a 10% pelo teste F.
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Entretanto, esse fato isoladamente ndo € o suficiente para explicar a queda no
enraizamento de estacas confeccionadas com duas folhas, que permaneceu baixa mesmo com
a aplicacdo de indutor. Segundo Assis e Teixeira (1998), as folhas podem, em alguns casos,
prejudicar o enraizamento, devido a: i) perda de dgua por transpiragdo, pois a perda de dgua
pelas folhas pode levar a estaca a um estado de dessecamento; e ii) presenca de compostos
inibidores do enraizamento provindos da drea foliar pelo desajuste do balango hormonal. Isto
se deve ao fato de as estacas recém confeccionadas ndo possuirem raizes para absorver dgua,
mas realizarem o processo de evapotranspiracdo pelas folhas (Hartmann et al., 2002;
Tchoundjeu et al., 2002).

A maior porcentagem de estacas mortas foi verificada nas estacas confeccionadas com
duas folhas, tanto para a concentracdes de AIB 0 m.gL"! quanto para 2000 m.gL"!, o que foi
inverso nas estacas confeccionadas com uma folha, em que a maior percentagem de mortalidade
esteve na concentraciio de 0 mg.L! de AIB e a menor taxa de mortalidade na concentracio de

AIB de 2000 m.gL! (Figura 2).

Nuamero de Folhas x Dose de AIB

o 30 y = 2E-05x2 - 0.0477x + 42.929
é 40 hY R2=0.8054
s 30
g
g 20
3 10 y =-1E-05x2 + 0.0139x + 29.286
ST R2=0.7119
0 500 1000 1500 2000 2500

Concentragdo de AIB (mgL™)

1 Folha = = =2 Folhas

Figura 2. Percentagem de mortalidade de estacas de P. edulis x P. mucronata, tratadas com diferentes
concentracdes de 4cido indolbutirico (AIB) com uma ou duas folhas por estacas.

Assim, pode-se inferir que a alta taxa de mortalidade em estacas confeccionadas com
duas folhas com a aplicacdo de 2000 mg.L! de AIB (42,5%), pode ser resultante do efeito
fitotoxico, consequéncia do teor endégeno de auxina sintetizado pelas folhas juntamente com a
aplicacdo exdgena (Nogueira et al., 2007).

Nas Figuras 3 e 4, encontram-se a percentagem de retencao foliar € o numero de raizes,
respectivamente. Ambos graficos apresentam o mesmo comportamento, o que pode ser

explicado pelo fato de a retencdo foliar auxiliar no desenvolvimento radicular. Em ambos os
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casos, as estacas confeccionadas com uma folha apresentaram um incremento no
desenvolvimento conforme o aumento da concentragdo de AIB, sendo a concentracao de 2000
mg.L! a que gerou o maior niimero de raizes e retencdo foliar (Figura 4). Por outro lado, as
estacas confeccionadas com duas folhas apresentaram um decréscimo de rendimento em ambas

varidveis com o aumento da concentragdo de AIB.

Numero de Folhas x Dose de AIB

30 y = -5E-06x2 + 0.0272x + 37.295
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3 10 R2=0.2572
=
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Figura 3. Percentagem de retencdo foliar, de estacas de P. edulis x P. mucronata, tratadas com
diferentes concentracdes de dcido indolbutirico (AIB) com uma ou duas folhas por estacas.
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Figura 4. Numero de raizes, de estacas de P. edulis x P. mucronata, tratadas com diferentes
concentracdes de dcido indolbutirico (AIB) com uma (1) ou duas (2) folhas por estacas.
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A retenc¢do foliar e a quantidade de folhas da estaca, segundo Dick et al. (1996), t€ém
maior influéncia na formacgao de raizes adventicias do que a propria origem da planta matriz.
Ainda segundo os autores, a drea foliar € o fator principal para o enraizamento, sendo que a
mesma deve apresentar um tamanho grande o bastante para produzir fotoassimilados e, pequeno
o suficiente para reduzir a perda de dgua por transpiracao, fator esse que corrobora com o fato
das estacas confeccionadas com duas folhas apresentarem uma queda no enraizamento € no
numero de raizes.

Em estudo realizados por Pires et al. (2011), com estacas de diferentes espécies
silvestres P. nitida, P. coccinea, P. quadrangularis e P. serrato digitata, espécies comerciais
P. edulis f. flavicarpa hibrido ‘EC-2-0" e P. edulis e o hibrido interespecifico entre as espécies
P. coccinea x P. setdcea, os autores avaliaram o efeito de doses de AIB (0, 500, 1000 e 1500
mg L!) e também observaram que o AIB é eficiente no processo de enraizamento,
desenvolvimento vegetativo e na retencao foliar.

Conforme os resultados, o comprimento das raizes (Figura 5) e o nimero de raizes
(Figura 4), apresentaram melhor desempenho em estacas confeccionadas com uma folha (25
cm). Em relacdo ao numero de raizes o melhor desempenho foi sob a concentragdo de AIB de
1500 mg L!. Vale ressaltar que, assim como observado por Nogueira et al. (2017), a presenca
da folha influenciou similarmente o ndmero e comprimento das raizes, assim como 0O
enraizamento. Segundo esses autores, isso se deve, ao fato de as estacas com sistema radicular

de no minimo 10 mm de comprimento ja serem consideradas como enraizadas.

Nuamero de Folhas x Dose de AIB
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Figura 5. Comprimento de raiz (cm), de estacas de P. edulis x P. mucronata, tratadas com diferentes
concentracdes de 4cido indolbutirico (AIB) com uma (1) ou duas (2) folhas por estacas.
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A maior percentagem de estacas vivas sem raiz ocorreu nas estacas confeccionadas com
duas folhas e na concentracio de AIB de 500 mg.L"! (Figura 6). Esse dado, quando cruzado aos
dados de enraizamento, confirmam o baixo enraizamento a concentrac¢des abaixo de 500 mg L

!'sendo a melhor concentracao de AIB 1000 mgL'l, com 43,61% de plantas enraizadas.

Numero de Folhas x Dose de AIB
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Figura 6. Percentagem de estacas vivas sem raiz, de estacas de P. edulis x P. mucronata,
tratadas com diferentes concentracdes de dcido indolbutirico (AIB) com uma (1) ou duas folhas
(2) por estacas.

z

Conforme Hartmann et al. (2002), a utilizacdo das auxinas € muito importante na
rizogénese, porém, concentracdes elevadas podem ocasionar efeito inibitério na formacao das
raizes. Ainda, segundo esses autores, as concentracdes de solucdes de fitorreguladores para
imersdo rdpida da base das estacas variam de 500 a 10.000 mg.L"!, sendo as mais elevadas
indicadas para espécies lenhosas, de dificil enraizamento, e as mais baixas para estacas com
tecidos herbaceos, como é caso do material vegetal do presente estudo. Quando a imersao da
estaca se da por apenas alguns minutos, ou segundos, como é o caso do presente estudo, a
concentracdo da auxina deve ser bem superior (Couvillon, 1988). No entanto, por se tratar de

estacas herbdceas onde existe a possibilidade acentuada de oxidacdo devido a solucdo

hidroalcéolica, optou-se por diminuir o tempo de imersao.
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CONCLUSAO

Os resultados obtidos no presente estudo apontam que o enraizamento de hibridos de P.
edulis x P. mucronata, a partir de estacas contendo uma folha, reduzidas a metade,
proporcionam maior enraizamento, retencdo foliar, nlimero e comprimento de raizes.

A aplicacdo de AIB na concentracdo de 2000 mg.L! auxilia na retencdo foliar e na

redugdo da mortalidade.
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CAPITULO 4
Potencial uso de maracujazeiro e hibrido Passiflora edulis x Passiflora mucronata como

porta-enxerto
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RESUMO

As espécies de Passiflora e seus hibridos sdo atraentes por suas caracteristicas exoticas,
adaptabilidade natural, potencial de resisténcia de algumas espécies silvestres e variabilidade
genética inter e intraespecifica. Algumas espécies de Passiflora apresentam resistentes a
doencas as quais o maracuja é acometido, com intuito de aproveitar tais caracteristicas, o uso
da enxertia em maracujazeiro tem sido avaliado. Portanto, objetivou-se avaliar a viabilidade da
enxertia e o desenvolvimento inicial de maracujazeiro-azedo (P. edulis) para a sele¢do de porta-
enxertos. Os genétipos de P edulis f. flavicarpa ~Gigante Amarelo™ foram enxertados sobre
espécie silvestre P. mucronata, de hibridos P. edulis f. flavicarpa x P. mucronata e P. edulis
UFV-M7, e comparadas com P. edulis enxertado sobre a cultivar BRS Sol do Cerrado. Foi
realizada a enxertia por garfagem em fenda cheia e, apds 90 dias, avaliou-se a percentagem de
pegamento dos enxertos, altura da planta, comprimento dos internddios, nimero de folhas,
diametro abaixo do enxerto, na regido do enxerto e acima do enxerto e a relacdo do didmetro
do enxerto/porta-enxerto. A percentagem de pegamento da enxertia foi de 100% para as
combinacdes P. edulis/UFV-MT7 e P. edulis/BRS Sol do Cerrado, ja as combinagdes P. edulis/P.
mucronata e P. edulis/Hibrido apresentaram 35,71% e 42,85% de pegamento, respectivamente.
O maior diametro do enxerto foi apresentado por P. edulis/UFV-M7 e P. edulis/BRS Sol do

Cerrado, indicando maior compatibilidade de enxertia dentro da mesma espécie.

Termos para indexacao: Passiflora edulis, hibrido porta-enxerto.

Potential use of passion fruit and interspecific hybrid as rootstock

ABSTRACT

Passiflora species and their hybrids are attractive because of their exotic characteristics, natural
adaptability, resistance potential of some wild species and inter and intraspecific genetic

variability. Some species of Passiflora are resistant to diseases to which the passion fruit is
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affected, in order to take advantage of these characteristics, the use of passion fruit grafting has
been evaluated. The objective of this study was to evaluate the viability of grafting and the
initial development of passion fruit (P. edulis) for the selection of rootstocks. The genotypes of
P edulis f. flavicarpa *Gigante Amarelo™ were grafted on wild species P. mucronata, of hybrids
P. edulis f. flavicarpa x P. mucronata and P. edulis UFV-M7, and compared with P. edulis
grafted on BRS Sol do Cerrado. Grafting was performed by grafting in a full slot and, after 90
days, the grafting percentage, plant height, length of internodes, number of leaves, diameter
below the graft, graft region and above the graft were evaluated. and the graft/rootstock
diameter ratio. The percentage of grafting glue was 100% for the combinations P. edulis/UFV-
M7 and P. edulis/BRS Sol do Cerrado, already the combinations P. edulis/P. mucronata and P.
edulis/Hybrid presented 35,71% and 42,85% of glue, respectively. The largest diameter of the
graft was presented by P. edulis/UFV-MT7 and P. edulis/BRS Sol do Cerrado, indicating greater

compatibility of grafting within the same species.

Index terms: Passiflora edulis, hybrid, grafting.

INTRODUCAO

Fassiflora é o género mais importante da familia Passifloraceae, tanto numérica quanto
economicamente, com cerca de 576 espécies que apresentam interesse ornamental,
farmaceéutico, nutricional e industrial (Yockteng et al., 2011). Atualmente, a Colombia € o pais
com maior diversidade desse género com cerca de 171 espécies (Ocampo et al., 2010), seguido
do Brasil com cerca de 129 espécies, sendo 83 endémicas brasileiras (Cervi et al., 2010).

As espécies de Passiflora e seus hibridos sdo atraentes por suas caracteristicas exoéticas,
sua adaptabilidade natural, potencial de resisténcia de algumas espécies silvestres e
variabilidade genética inter e intraespecifica (Calevo et al., 2016). O uso de P. mucronata como
porta-enxerto € em cruzamentos interespecificos com a espécie P. edulis f. flavicarpa é
importante, considerando sua resisténcia ao Fusarium oxysporum f. Passifloraceae (Oliveira et
al., 2013), a bacteriose nas folhas, e, a antracnose nos frutos e ramos (Junqueira et al., 2005).

Outras caracteristicas que também sdo atribuidas a espécie P. mucronata, sao sua utilidade
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medicinal sedativa e seu uso popular para insdnia, calmante, vermes e hemorroidas (Boscolo e
Valle, 2008).

Flores et al. (2012), através da inducdo de mutagdes por irradiacdes com raios gama,
obtiveram plantas de maracujazeiro amarelo (P. edulis - UFV-MT7) que apresentaram resisténcia
a fusariose, ao serem transferidas para campo com histérico da doenca. As espécies P. foetida,
P. mucronata, P. nitida e P. morifolia apresentaram resisténcia mediante a inoculacdo de F.
oxysporum f. sp. passiflorae e cultivadas em solucdo nutritiva (Preisigke et al., 2017).

O uso da enxertia em maracujazeiro vem sendo descrita por diversos autores, sendo os
porta-enxertos tolerantes a doencas, uma forma de viabilizar o plantio em 4reas com histérico
de ocorréncia de doencas, como descrito por Braga et al. (2006), entre outros autores que
avaliaram a compatibilidade da enxertia e a sobrevivéncia em campo, obtendo resultados
satisfatorios (Nogueira Filho et al., 2011; Roncatto et al., 2011a e 2011b; Lenza et al., 2009).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a compatibilidade e o desenvolvimento inicial de
mudas de maracujazeiro (P. edulis) enxertadas sobre espécie silvestre P. mucronata, de hibridos
P. edulis f. flavicarpa X P. mucronata e P. edulis UFV-M7, para subsidiar a sele¢do de porta-

enxerto.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em estufa com cobertura de filme pldstico transparente
com sombreamento parcial de 50%, do Departamento de Fitotecnia da Universidade Federal de
Vigosa (UFV), localizado em Vigosa, Minas Gerais (20° 45' 14" S, 42° 52' 55" W, 648m).

Foram utilizados quatro genétipos de maracujazeiro como porta-enxertos: P. edulis f.
flavicarpa (M7-UFV), P. mucronata, cultivar BRS Sol do Cerrado (BRS SC1) e um hibrido
resultante do cruzamento (P. edulis f. flavicarpa x P. mucronata) proveniente do Programa de
Melhoramento Genético de Maracujazeiro da Universidade Federal de Vigcosa. Todos os
genoétipos foram enxertados com P edulis f. flavicarpa “Gigante Amarelo”. O delineamento
estatistico foi inteiramente casualizado com 4 tratamentos com 28 repeticdes sendo cada
repeti¢do composta por um enxerto em fenda cheia.

Sementes de P. edulis f. flavicarpa (M7-UFV), P. mucronata e do cultivar BRS Sol do

Cerrado (BRS SC1), foram semeadas em sacos de polietileno (22 x 12 cm) com substrato
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comercial, meses antes da enxertia para obter plantas com diametros de haste de
aproximadamente 3 mm no momento da enxertia.

Estacas do hibrido contendo quatro gemas foram tiradas no mesmo periodo e colocadas
para enraizar em areia esterilizada. Apds 71 dias, as estacas enraizadas foram transplantadas
para sacos de polietileno.

A enxertia em fenda cheia foi realizada cortando-se o porta-enxerto transversalmente na
altura em que seria recebido o enxerto, em torno de 10 cm acima do colo da planta (Morgado,
2011), fazendo-se em seguida uma fenda perpendicular com profundidade de 2 a 3 cm, para a
introducdo do garfo. Os garfos utilizados como enxerto possuiam de duas a trés gemas e, na
medida do possivel, com o mesmo didmetro do porta-enxerto. Depois de selecionados os garfos,
realizam-se duas incisdes de aproximadamente 1 a 2 cm, na por¢do proximal do garfo, de modo
a formar neste uma cunha. Em seguida introduziu-se a cunha do garfo na fenda efetuada no
porta-enxerto. A amarragdo das partes foi realizada com clips de enxertia plésticos de 2,8 mm,
que foram retirados apds completa cicatrizacdo do tecido, com a completa formagao do calo

(quando houve lancamento de novas brotagdes) (Figura 1).

Figura 1. Processo de realiza¢do de enxertia em fenda cheia em maracujazeiro. A) Realizacdo
da toilet, B) Corte transversal na altura de realizagdo da enxertia; C) Fenda perpendicular no
porta-enxerto; D) Inser¢do do garfo de bisel duplo e E) Amarracdo com clips de enxertia.

Aos 90 dias ap6s a enxertia, foram realizadas avaliagdes de 12 plantas por tratamento,
conforme descrito por Lima et al. (2017) modificado, avaliando-se a altura do ponto de enxerto
até o dpice (AE), diametro do caule na regidao do enxerto (DCE), didmetro de caule abaixo do
enxerto (DCB), didmetro do caule acima do enxerto (DCC), nimero de folhas do enxerto (NF)
e a porcentagem de pegamento. Os dados foram submetidos a andlise de variancia e as médias
foram comparadas pelo agrupamento de Scott-Knott a 5% de probabilidade.com auxilio do

programa estatistico do Genes (Cruz, 2013).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Apés 90 dias da enxertia, verificou-se a percentagem de pegamento de 100% na
combinacdo Passiflora edulis/UFV-M7, assim como na combinacdo P. edulis/BRS Sol do
Cerrado. As combinacdes P. edulis/P. mucronata e P. edulis/Hibrido apresentaram 35,71% e

42,85% de pegamento, respectivamente (Figura 2).

% de sobrevivéncia

100
80
60
40
20

0
Hm P. edulis - UFV-M7 = P. mucronata

P. edulis x P. mucronata (estaca) = BRS Sol do Cerrado

Figura 2. Gréfico de barras com a percentagem final de pegamento dos enxertos, 90

dias apds a enxertia.

Em seguida, por meio da anédlise de variancia, constatou-se que todos os porta-enxertos
utilizados se diferenciaram estatisticamente para todas as caracteristicas avaliadas (Tabela 1).

Outro fator importante a se considerar € a relacdo entre o didmetro do enxerto e do porta-
enxerto. Segundo Menezes (1990), essa propor¢do permitiu o equilibrio na circulagdo de seiva
e assim contribui para um bom desempenho da planta enxertada. Ainda, segundo o autor, uma

“boa relagdao” diametro enxerto/porta-enxerto € aquela mais préoxima de 1.
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Tabela 1. Andlise de variancia e estimativas de parametros genéticos em porta-enxertos de
maracujazeiro. DCB - didmetro de caule abaixo do enxerto; DCE - didmetro do caule na regidao
do enxerto; DCC - diametro do caule acima do enxerto; AE - altura do ponto de enxerto para o
apice; NF - nimero de folhas do enxerto.

FV QM
L1 11 T
GL DCB DCE DCC AE NF
Gendétipo 3 14,79%* 16,52%** 3,15%%* 199891,5** 18,91%**
Residuo 44 0,71 1,27 0,35 13266,11 3,73
Total 47
Estimativas dos parametros
ot 1,23 1,37 0,26 16657,62 1,57
Oc 0,05 0,10 0,02 1105,50 0,31
O, 1,17 1,27 0,23 15552,11 1,26
" 95,16 92,27 88,81 93,36 80,83
CV, 27,76 17,24 12,27 61,45 39,11
CV. 21,68 177,28 15,09 56,76 67,25
CV./CV. 1,28 0,99 0,81 11,08 0,58

** significativo a 1% pelo teste F.

Neste trabalho, a relagdo diametro do enxerto/porta-enxerto foi aferida pela média entre
as razdes enxerto/porta-enxerto, obtendo os valores 0,85 para a combinacdo P. edulis/lUFV-M7,
0,42 para a combinagdo P. edulis/P. mucronata, 0,60 para a combinacdo P. edulis/Hibrido e
0,89 para a combinacao P. edulis/BRS Sol do Cerrado.

A combinagdo P. edulis/BRS Sol do Cerrado, apresentou a melhor média no que se
refere a todas as caracteristicas observadas (Tabela 2). Ao avaliar os didmetros apresentados na
Tabela 3, as melhores médias obtidas se relacionaram a combinagdo P. edulis/P. mucronata na
regido da enxertia e acima do enxerto. J4 a combinacdo P. edulis/Hibrido, por outro lado,
apresentou as menores médias para a regido da enxertia e abaixo da enxertia. Assim, as
caracteristicas restantes, altura do ponto de enxerto para o dpice e numero de folhas, ndo
apresentaram variacdo nas combinacOes P. edulis/lUFV-MT7, P. edulis/P. mucronata e P.
edulis/Hibrido.

Em relacdo a altura do ponto de enxerto para o &pice, apenas a combinagdo P.
edulis/BRS Sol do Cerrado diferiu dos demais tratamentos alcancando a maior média aos 90
dias ap0s a enxertia. Segundo Nogueira Filho et al. (2011), o valor preconizado em no minimo
15 cm de altura € considerado o ideal para retirada das mesmas para o campo, indicando que

todos os tratamentos podem vir a apresentar aptidao para transplante a campo.
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Tabela 2. Médias e desvio-padrdo de plantas de maracujazeiro-amarelo enxertadas sobre P. edulis/fUFV-M7, P. edulis/P. mucronata, P.

edulis/Hibrido e P. edulis/BRS Sol do Cerrado.

TRAT DCB DCE DCC AE NF
P. edulis/UFV-M7 4,38+1,25b 6,361+0,73b 3,62+0,60b 125,91+£59,77b 2,33+1,61b
P. edulis/P. mucronata 3,7610,87b 7,37+1,34a 4,1410,64a 160,16+71,48b 2,33+1,43b
P. edulis/Hibrido 2,4240,38c 4,94+1,06¢ 3,4240,61b 130,41+60,43b 2,08+2,15b
P. edulis/BRS Sol do Cerrado 5,0240,59a 7,45+1,27a 4,5540,50a 395,16+201,81a 4,75+2,37a

Valores médios seguidos da mesma letra nas colunas nao diferem estatisticamente pelo agrupamento de Scott-Knott a 5% de probabilidade. DCB -
diametro de caule abaixo do enxerto (mm); DCE - didmetro do caule na regido do enxerto (mm); DCC - didmetro do caule acima do enxerto (mm);

AE - altura do ponto de enxerto para o dpice (mm); NF - nimero de folhas do enxerto.
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Os maiores valores de didmetro de caule na combinacdo P. edulis/BRS Sol do Cerrado
corroboram como um indicativo do seu maior vigor, assim como a combina¢do P. edulis/UFV-
M7. Isso pode ser devido a maior compatibilidade genética entre os porta-enxertos e enxertos,
por se tratarem de mesmas espécies (P. edulis/P. edulis), possibilitando uma unido entre enxerto
e porta enxerto mais rapida e efetiva, gerando assim maior percentagem de pegamento. Os
resultados obtidos corroboram com os ja obtidos por autores como Cavichioli et al. (2011a),
Cavichioli et al. (2011b), Nogueira Filho et al. (2005) e Morgado et al. (2015), quando
combinaram P. edulis/P. edulis obtendo maiores pegamentos, diametros de caule e altura de
plantas, ou seja plantas mais vigorosas.

Ja os resultados encontrados nesse trabalho, a combinacdo P. edulis/P. mucronata
contrastam com os resultados obtido por Morgado et al. (2015) e Salazar (2013) que obtiveram
94,3% e 88,33% de pegamento, respectivamente, para enxertias realizadas em P. edulis/P.
mucronata. Vale ressaltar que, para atingir os resultados acima citados, ambos os autores
utilizaram enxertia de fenda cheia, com a fixacdo dos enxertos por meio de fita de enxertia e
encoberto com uma pequena sacola plastica a fim de formar uma camara umida e reduzir a
desidratacao.

Os dados obtidos nesta pesquisa ilustram que a porcentagem de pegamentos alcangados
para as combinagdes P. edulis/P. mucronata e P. edulis/Hibrido podem estar relacionadas com
a de fixacdo das enxertias.

Os baixos valores para relacdo de didmetro do caule encontrados para as combinacdes
P. edulis/P. mucronata e P. edulis/Hibrido, indica um alto grau de variag@o entre os diametros
de caule de enxerto e porta-enxerto. Essa variacao pode dificultar a fixacdo, assim como o
deslocamento de seiva e favorecer a desidratacdo dos tecidos, impedindo ou retardando a
cicatrizagdo e pegamento do enxerto. Segundo Salazar et al. (2016), fatores como tipo de
enxertia, idade ontogenética e o efeito do gendtipo podem influenciar no sucesso ou

desenvolvimento do porta-enxerto.

CONCLUSAO

O porta-enxerto BRS Sol do Cerrado e UFV-M7 proporcionaram maior percentagem de
pegamento e apresentaram uma boa relacdo enxerto/porta-enxerto, proporcionando bom
desenvolvimento. O porta-enxerto de BRS Sol do Cerrado proporcionou ao P. edulis f.
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flavicarpa maior altura de parte aérea. A baixa relacdo enxerto/porta-enxerto proporcionou

menor pegamento dos enxertos sobre P. mucronata e sobre P. edulis X P. mucronata.
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CONCLUSAO GERAL

Os hibridos interespecificos entre P. edulis x P. mucronata sdo estéreis, dissdmicos
uniparentais, com eliminacdo seletiva dos cromossomos maternos, apresentando apenas
caracteristicas paternas.

Os hibridos apresentam-se suscetiveis a F. oxysporum f. sp. passiflorae. Em relacdo a
capacidade de enraizamento, maior enraizamento é alcancado para estacas com uma folha,
reduzida 2 metade, e em concentra¢do de AIB de 2000 mg.L!, proporcionando maior retengdo
foliar, nimero e comprimento de raizes.

Os genétipos P. mucronata e MT7-UFV apresentam possiveis indicios de
resisténcia/tolerancia inoculadas com F. oxysporum f. sp. passiflorae. Sendo, os resultados
inferidos das inoculacdes de F. solani nao nos permite induzir fatores de resisténcia ou
suscetibilidade pois os tratamentos inoculados nao diferiram em grande escala das testemunhas.

O porta-enxerto de BRS Sol do Cerrado e UFV-M7 apresentaram maior pegamento e
apresentaram uma boa relacdo enxerto/porta-enxerto, proporcionando bom desenvolvimento

das mudas.
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