DANIELA DA HORA FARIAS

CARACTERIZAC}AO DA DIVERSIDADE GENETICA E RESPOSTAA O
Cowpea aphid-borne mosaic virlBM ACESSOS E HIBRIDOS RC1 DE
MARACUJAZEIRO

Tese apresentada a Universidade Federal de Vigosa,
como parte das exigéncias do Programa de Pés-
Graduacao em Fitotecnia, para obtencao do titulo de
Doctor Scientiae

VICOSA
MINAS GERAIS - BRASIL
2016



Ficha catalografica preparada pela Biblioteca Central da Universidade

Federal de Vigosa - CAmpus Vigosa

F224¢
2016

Fanas, Daniela da Hora, 1985-
Caracterizacdo da diversidade genética e resposta ao

Cowpea aphid-borne mosaic virus em acessos ¢ hibndos RC1 de
maracujazeiro / Daniela da Hora Farias. — Vicosa, MG, 2016.

x, 155f : il (algumas color.) ; 29 cm.

Orientador; Claudio Horst Bruckner.
Tese (doutorado) - Universidade Federal de Vicosa.
Inclui bibliografia.

1. Maracuja - Melhoramento genético. 2. Passiflora.
3. Germoplasma vegetal. 4. Diversidade genética. 5. Maracuja -
Resisténcia a doencas e praga, 6. Viroses de planta.
L. Universidade Federal de Vigosa. Departamento de Fitotecnia.
Programa de Pos-graduagdo em Fitotecnia. [, Titulo.

CDD 22 ed. 634,425




DANIELA DA HORA FARIAS

CARACTERIZAQAO DA DIVERSIDADE GENETICA E RESPOSTAA O
Cowpea aphid-borne mosaic virlBM ACESSOS E HIBRIDOS RC1 DE
MARACUJAZEIRO

Tese apresentada a Universidade Federal de Vicosa,
como parte das exigéncias do Programa de Pés-
Graduacao em Fitotecnia, para obtencao do titulo de
Doctor Scientiae

APROVADA: 23 de fevereiro de 2016.

&

Dhscalle ©.0. do Skia.

Danielle Fabiola Pereira da Silva

VA "

Ll Wond a5, Adecpr

. OnildoD de ] eﬁ‘b Winia dos Santos Neves -
- r:lo-:)rien ador)

Claudio Horst Bruckner
(Onentador)



"Feliz o homem gue acha sabedoria,
e 0 homem que adquire conhecimento”

(Provérbios 3:13)



AGRADECIMENTOS

A DEUS pelas oportunidades, sabedoria, forca egesn para enfrentar os
desafios e vencer!

Aos meus pais, Jodo e Célia, pelo amor inconditierpor todos os sacrificios
gue enfrentaram para investir em meus estudos. é&w i)mao e cunhada, Danilo e
Assuana, pelo apoio e carinho. Aos demais famdjagee sempre me acompanharam
em cada fase da vida.

A Universidade Federal de Vigcosa e ao DepartameletoFitotecnia, pela
oportunidade do Doutorado.

A Embrapa Mandioca e Fruticultura, pelo apoioiinsional e por permitir a
realizacdo do trabalho.

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cienticdecnolégico (CNPQ),
pela concesséao da bolsa.

A Fundacdo de Amparo & Pesquisa do Estado da Bahpesb), pelo apoio
financeiro ao Projeto em Rede Passiflora.

Ao Professor Claudio Horst Bruckner pela orientagitencéo, apoio de toda
ordem e, principalmente, confianca.

Ao coorientador Pesquisador Onildo Nunes de Jegses¢ uma béncéo de Deus.
Amigo, sempre paciente, prestativo, extremamentncaiso e um excelente
profissional. Obrigada pela confianga, incentivenazade.

Ao coorientador Professor Quelmo Novaes pela a@@a dada e exemplo de
professor, profissional, mas principalmente um geagxemplo de ser humano.

Aos Professores Carlos Ledo e Cosme Damido peldaapas analises
estatisticas.

Aos demais professores da Universidade Federaliges& que transmitiram
seus conhecimentos e experiéncias nas discipluraadas.

Aos demais pesquisadores da Embrapa Mandioca ielHurta pelas sugestoes
pertinentes para o desenvolvimento deste trabalho.

A Thamyra Placido pela amizade e ajuda inestimdwednte todas as avaliacbes

de campo e laboratorio.



A Sidnara Sampaio pelo apoio exemplar no desenwelvio de todas as
atividades experimentais.

Aos colegas Alirio, Pedro, ldalia, Fernanda, Kellyicas, Tiago, Zanon,
Placido, Taliane, Taylane, Tailan, Danilo, Andrdiamelero e Adriana Fiuza pelo
auxilio nas diversas atividades de campo, nas asagegetacdo e laboratorio de
andlise de frutas e molecular.

Aos técnicos Vandeson e Raimundo; a analista Aadeedemais estagiarios do
Laboratério de Biologia Molecular, pelos ensinamene ajuda fundamental nas
analises moleculares.

Aos funcionarios da Equipe Maracuja, pelo auxihg atividades de campo.

Aos amigos do curso de Pés-Graduagdo, Ana Carla, NK&arcos, Alejandro e
Thais Pessoa pela agradavel convivéncia, apoeniivo e amizade.

Aos membros da banca, pela disponibilidade e dantdes.

A todos que, direta ou indiretamente, contribuirden alguma forma para
realizacdo deste trabalho.

Meus sinceros agradecimentos!



SUMARIO

RESUMO ...ttt et eeeemee e ettt e et et et e et e et et e et e et e eeeene et e eeeeenenneeees vii
BB ST RACT ettt ettt et e e e e ettt ettt et ettt e e iX
INTRODUGAO GERAL ..ottt sttt et ate st eeaesnsee e 1
REFERENCIAS ..ottt et e et et e ettt e et e et e et e et e eeeeaeeeeeeneeees 10

CAPITULO | ] N
VARIABILIDADE GENETICA E REAGCAO DE ACESSOS DE MARACJAZEIRO

AO Cowpea aphid-borne mosaic VIrfGABMY) ..........uuuuuiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeiiiiiiien 19
RESUMO ...ttt ettt ettt ettt e e e e e e bbb bbb e e e e e 19
AB S T R A T e et e e — 21
1. INTRODUGAO ....ooouiitiieeceeee ettt ae ettt eessteete e s e eneeresneanens 23
2. MATERIAL E METODOS ......oiiiiiiiece ettt sasnea 24
2.1 Local de conducao e gendtipos avaliadosS. ceeeeeeevvveneeeeeeeeeeeeeeeeneeeeennnnnnnnn 4 2
2.2 1dentifiCagao VIFal.........cccouuiiiiiineieiiiiii ettt 26
2.3 Avaliacdo da severidade da virose em espéeiBaskiflora..............c......... 27
2.4  Caracterizagcdo morfologica de gendtipoPassiflora..............ceeevvvvvieeeenn.n. 28
3. RESULTADOS E DISCUSSAO........ceiueieeeemmmmeeeeeeeeeeeeaeesestesaeeaeeese s 33
3.1  Confirmagao do CABMY .......oiiiiiiiiiiiiieieeci e 33
3.2 Avaliacdo da severidade de virose em espéeiBaskiflora.............cc......... 33
3.3 Caracterizacdo por descritores morfolégicogadetipos déassiflora....... 37
3.4  Caracterizacao por descritores qualitativogatetipos déassiflora.......... 39
3.5 Matriz Geral dOS deSCrItOreS........cooi e 45
3.6  Analise discriminante de genotiposREessiflora..............ccccceeeiiiiiiiieeeeennnn. a7
A, CONCLUSOES .....ocoitiiiiiiiie et teeeeee ettt sne e 50
5. REFERENCIAS.......ooioteeteeteeteeeeee e atsstesteetesesasestestessessnsennasesseenes 51

CAP[TULO Il )
AVALIACAO FISICA E QUIMICA DE FRUTOS NA ESTIMATIVA DA

DIVERSIDADE GENETICA ENTRE ACESSOS DPEassifloraspp. ........ccccceveveveane. 59
RESUMO ...ttt e e e e e e e e e e e s e s sttt ettt e e et e e aaaaannnsnebrbesenneeees 59
ABSTRACT ettt ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e 61
1. INTRODUGAO ...ttt ettt e e eae e eenea, 63
2. MATERIAL E METODOS .....cooiiceeeeecteeeee ettt enens 64
2.1 Local de conducéo e gendtipos avaliados ... PP UPPUPUPPPPRIN o |
2.2 Caracterizacao fisicas e quimicas de frut@aﬂ;slflora .................................... 67
2.3 ANAIISES EStatISHICAS ....eee e e e e e e 70
2. 3.1 Andlises multivariadas d0S @CESSOS .o eeeiieiiiieiiiiiieeieeeeeeeee e 70
2.3.2 Correlagdes fenotipicas entre 0os caracsmafados ...............ccoeeeevvvnnnnnne. 70
2.3.3 Andlise de repetibilidade ............cceeeeeeiiiiiiii s 71
2.3.4 Programas eStatiStiCOS ... ...uuuuuiamaacccceeeeeeieeeeeiiiiiierrre e e e e e e e e s eennnes 73
3. RESULTADOS E DISCUSSAO.........coceeveeemmmmmmreereeeeeeeeieeeseseeessseseee e 3
A, CONCLUSOES .....ocoiiiiiiiiie et eeeeee ettt esn e 96
5. REFERENCIAS.......ooieeeteeeeeteeeeee et atestesaeeteeseaasestesaessessnsennasesseanes 97

CAPITULO IlI

AVALIACAO MORFOLOGICA E RESPOSTA A INFECCAO PORd@vpea aphid-
borne mosaic viruDE PROGENIES RC1 DE MARACUJAZEIRO ................... 104
RESUMO ...ttt emeem e ettt e ae et e et et e e e e et s s e eaaeasseeeeeeeesaeeaens 104
ABSTRACT ...ttt ettt eeme ettt et e st et et et e et e et et estesesreneasseeseeseene e 106



1. INTRODUGAO .....coiiiiiieeeceeetee ettt aenenese e 108

2. MATERIAL E METODOS .....ccoiieeeeeecteceeeeeee ettt 109
2.1 Local de conducéo e progénies avaliadas.....ccc..cccoevveeiiiieiiiiiiiiiiiiiiiiiines 109
2.2 Avaliacdo da severidade da virose em progén&ds R............cccoevvvevveeeenns 109
2.3 Avaliagéo da resisténcia ao CABMV por ELISA ... 110
2.4  Caracterizacao morfolégica de hibridos intexeBEos...............cceeeeeeeeeeen. 111

3. RESULTADOS E DISCUSSAO......uiiiieees e e e eee e ee e 113

A, CONCLUSOES .....coo ettt eeteee ettt ananene e e, 123

5. REFERENCIAS.......ciiiitiiietett ettt enennse e 124

CAPITULO IV i
SELEGAO DE PROGENIES RC1 DE MARACUJAZEIRO COM BASH/

MARCADORES IPBS ... .ottt e e e e e e e e e e 127
RESUMO ...ttt oottt et et et e e e e e e nnbbb bbb b e e e e 127
AB S T R A T et ermmm et e e aaann— i aaa, 128
1. INTRODUGAO ......coiiieeecte ettt eteeteete et e e es e steste s eaennnseene e 129
2. MATERIAL E METODOS ..ottt ettt ees st san e 130
2.1 Material VEgELaAl ...........uuuuuiiii s e e e e e e ————————————- 130
2.2  Extragdo de DNA gendmico foliar.........coeeeieiieieiiiiiiie 132
ZZRC IR O TN T=Tq 11 or=Tot=To Je [0 B N/ S 133
2.4 Reacao de amplificacao do iPB&€r-Primer Binding Sitp................u..... 133
2.5 Avaliacdo da severidade da virose em progér&ds R............cccoevvvvvveeennns 134
2.6 ANAliSE dOS dAUOS .......cce ittt 135
3. RESULTADOS E DISCUSSAO......cociiueveemmmmseeeteeeeieeeeesesesaeeaeeenans 135
A, CONCLUSOES ..ottt tetermeme sttt sn e 147
5. REFERENCIAS......ooiieeteeteeteeeeee et tasteeteesesessasessestessessnsnnnnseanens 148
CONCLUSOES GERAIS ...ttt eeeannns 154

vi



RESUMO

FARIAS, Daniela da Hora, D.Sc., Universidade FelddeaVicosa, fevereiro de 2016.
Caracterizacao da diversidade genética e resposta &owpea aphid-borne mosaic
virus em acessos e hibridos RC1 de maracujazeir@rientador: Claudio Horst
Bruckner. Coorientadores: Onildo Nunes de Jesuseinid Silva de Novaes.

O Brasil € apontado como o0 mais importante cergrdidersidade do maracuja e maior
produtor mundial da fruta. Entretanto, a ocorrén@avirose do endurecimento do fruto
e a falta de variedades melhoradas, mais produgévesm resisténcia as principais
doencgas limitam a qualidade e o potencial da @ltAr exploracdo da variabilidade
genética dentro do género Passiflora constitui uat&idade importante no
melhoramento para identificacdo de fontes de &sisd as principais doencas do
maracujazeiro e obtencdo de novas variedades adbbutas desejaveis. O primeiro
capitulo teve como objetivo avaliar a reacdo desaedo Banco de Germoplasma de
Passifloraspp., ao CABMV e verificar a variabilidade genataisponivel por meio de
descritores morfologicos. Os resultados permitiradicacédo e selecdo de individuos
com resisténcia/tolerancia genética ao CABMV comstatpie para os acessos BGP188
(P.edulisf. flavicarpa) e BGP 170 P. malacophylla Os agrupamentos indicaram
grupos com potencial a serem utilizados em progsasieamelhoramento genético. Os
descritores possibilitaram um melhor ordenamengesd@écie®.edulisf. flavicarpa e
nas demais espécies silvestres. O segundo capgéud com objetivo estimar a
diversidade genética entre os acessos de maraicojge® meio de caracteristicas
fisicos e quimicas de frutos e indicar combinac@esa futuros trabalhos de
melhoramento genético eRassiflora As variaveis massa de casca, massa do fruto,
didametro e comprimento de fruto contribuiram paraé&ima variabilidade observada
nos acessos de Passiflora. Para essas caraderistico frutos sdo suficientes para
predizer o valor real dos individuos com 90% de &ar Os caracteres rendimento de
suco e acidez titulavel apresentam baixa repetdule, indicando cautela na selecéao de
genotipos com base nessas caracteristicas. O aggnpUPGMA indicou a existéncia
de variabilidade genética entre os acessos avaliagossentando grupos com acessos
mais dissimilares com potencial a serem utilizados futuras etapas de selecdo e
cruzamentos de genotipos. O terceiro capitulo teweo objetivo caracterizar
morfologicamente e avaliar progénies da primeireag@ de retrocruzamento para
resisténcia ao CABMV. A incidéncia de virose awddianas progénies hibridas indicou
que as progénies das séries RC1-H44 e RCI1-H57mforais similares ao P.

Vii



cincinnata, mais tolerantes ao CABMV e apresentdraixos valores de absorvancia.
O hibrido RC1-H57-83 se destacou por apresentaromamlice de severidade do
CABMYV (15,6%), podendo ser utilizado como geniteminino na geragcao RC2. A
caracterizacdo morfolégica nas progénies hibridassipiditou a identificacdo de
individuos com caracteristicas mais similares aemais e com diferentes graus de
tolerancia ao CABMV. O quarto capitulo teve comoetilp avaliar a recuperacdo do
genoma recorrente em hibridos da primeira geragaeetocruzamento deassiflora
por meio de marcadores moleculares iPBS e selecggr@tores mais tolerantes ao
CABMV. Os marcadores iPBS foram capazes de distingwgénies RC1 de seus
parentais e quantificou a recuperagao do genoneareste. As progénies RC1-H57-89
e RC1-H49-77 com maior percentagem do genoma diogeacorrente apresentam
também maior severidade de virose. As progénies IR&7t85 e RC1-H57-91 por
serem mais tolerantes ao CABMV sao promissoras aoxirpo ciclo de
retrocruzamento. A analise de agrupamento revehriabilidade genética entre as
progénies RC1, o que demonstra potencial para satiepadas nas geracdes seguintes

de retrocruzamento.
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ABSTRACT

FARIAS, Daniela da Hora, D.Sc., Universidade Felddea Vicosa, February, 2016.
Characterization of genetic diversity and responséo Cowpea aphid-borne mosaic
virus in access and RC1 hybrid of passion fruitAdviser: Claudio Horst Bruckner.
Co-Advisers: Onildo Nunes de Jesus and Quelmo 8ividovaes.

Brazil is named as the most important passion dityecenter and largest producer in
the world of fruit. However, the occurrence of thedual hardening of the fruit and the
lack of improved varieties, more productive andstasice to major diseases limit the
quality and potential of culture. The exploitatiohgenetic variability within the genus
Passiflorais an important activity in improving to identifyogrces of resistance to
major diseases of passion fruit and obtain newetiag with desirable attributes. The
first study aimed to evaluate the reaction of thss Germplasm Bank é¢fassifloraspp.,

to CABMV and verify the genetic variability avail@b through morphological
descriptors. The results allowed the nomination aetkction of individuals with
resistance / tolerance to genetic CABMV highlightthg BGP188 accesP.(edulisf.
flavicarpa) and BGP 170R. malacophyllqa The groups indicated groups with potential
to be used in breeding programs. The descriptasbled better planning of species
edulisf. flavicarpaand in other wild species. The second study wasder to estimate
the genetic diversity among passion fruit accesfm®ugh physical-chemical
characteristics of fruits and point combinationsftdure work on genetic improvement
in Passiflora. The mass variables bark, fruit weight, fruit diaemeand length
contributed to the maximum variability observedPassiflorahits. For these five fruit
characteristics are sufficient to predict the actualue of individuals with 90%
accuracy. The characters juice yield and acidityehbow repeatability, indicating
caution in the selection of genotypes based onetlw®mracteristics. The UPGMA
indicated the existence of genetic variability am@ccessions, with groups with more
dissimilar access with potential to be used in fitstages of selection and genotypes
crossings. The third study aimed to characterizephmogically and evaluate progeny
of the first generation of backcrossing to resista@ABMYV. The incidence of virus
assessed in hybrid progenies indicated that theepreg of RC-H44 and RC1-H57
series, were more similar to P. cincinnata, morerant CABMV and had low
absorbance values. The hybrid RC1-H57-83 stoodvidhtless CABMV severity index
(15,6%) and can be used as female parent in RCzra@m. Morphological
characterization in hybrid progeny, allowed thenitfecation of individuals with the

4



most similar characteristics to parental and witfedént degrees of tolerance CABMV.
The fourth study was to evaluate the recovery ofim@nt genome in hybrids of the first
generation of backcrossipssiflorathrough molecular markers IPBS and select more
tolerant parents to CABMV. The IPBS markers werke ab distinguish RC1 offspring

of their parents and quantified the recovery otireent genome. The RC1- H57-89 and
RC1-H49-77 progenies with the highest percentageeofirrent parent genome also
have greater severity of virus. The RC1-H57-85 R@l-H57-91 progenies to be more
tolerant CABMV are promising the next backcrossleyc€luster analysis revealed
genetic variation among progenies RC1, which demnates the potential to be used in

the following generations of backcrossing.



INTRODUCAO GERAL

O maracujazeiro € originario da América Tropical pertence a ordem
Passiflorales, tribo Passiflorae e familia Passiieae (CUNHA et al., 2004). A familia
Passifloraceae possui 18 géneros perfazendo em der630 espécies, sendo o género
Passiflora 0 de maior interesse comercial com mais de 500 écesp
(VANDERPLANK, 1991; BERNACCI et al., 2005).

O géneroPassiflorapossui espécies que apresentam potencial ornamastal
na industria farmacéutica e cosmeéticos (PEIXOTO,5200Na producéo fruticola
brasileira, cultivos comerciais da espéiassiflora edulisSims f. flavicarpa Deg.
conhecida por maracujazeiro azedo ou amarelo € is codtivado com a crescente
evolucéo da area de plantio para atender o seatastinal de beneficiamento de suco e
mercado in natura da fruta (MATTA, 2005). De acomton Vanderplank (1991) e
Junqueira et al. (2005) Bassiflora edulisf. edulis apresenta fruto roxo Bassiflora
edulis f. flavicarpa apresenta fruto geralmente amarelo e sao variagdstentes de
Passiflora edulis

O maracujazeiro amarelo é classificado botanicaen@mno planta perene, com
ciclo de 3 a 6 anos; trepadeira semilenhosa; caililedrico; planta vigorosa de
crescimento rgpido e continuo com frutificagdo pcec Possui sistema radicular
pivotante, pouco profundo e maior volume de ratoesentrado em torno de 40 cm de
profundidade, em um raio de 50 cm a partir do WorM®s ramos Sao Vigorosos,
semiflexiveis, trepadores, lenhosos e com teordgydma reduzido a medida que se
aproxima do apice da planta. As folhas sao simplaiernadas, de cor verde-clara a
vermelho-purpurea, possuindo na fase juvenil foowvelada e trilobada na fase adulta.
As flores sdo hermafroditas, apresentam autoincthilpdade com presenca de loco
gametofitico em associagdo ao sistema esporofitioep sépalas, cinco pétalas de
coloracéo branca, amarelada, azulada ou purpufiementos formando a corona. O
fruto € em forma de baga que varia de oval a gbldependendo da espécie, a parte
externa é formada pelo pericarpo e a interna pelpapmucilaginosa e sementes
providas de arilos (MANICA, 1997; SUASSUNA et aD(3; CUNHA et al., 2004;
BRUCKNER et al., 2005).

A passicultura possui grande importancia econénaécaocial, devido aos
pequenos agricultores encontrarem nesta atividadacgo de renda e sustentacdo de
sua familia. Em consequéncia disso, o Brasil ntimas anos vem expandindo as areas

cultivadas comercialmente. Apesar de a cultura eeguum investimento inicial
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elevado, o agricultor familiar encontrou no maracujna atividade economicamente
viavel (MELETTI, 2011). Atualmente, o Brasil vem ehto destaque de principal

produtor mundial de maracuja, com aproximadament8256ha de area colhida e

producao de 823.284 toneladas. A Regido Nordestdiderado a producéo brasileira

com 583.636 toneladas, com destaque para os estad@&ahia (65,31%) e Ceara

(24,67%) seguido do Espirito Santo (12,05%) quepirespondem por mais da metade
da producéo nacional (IBGE, 2014).

A autoincompatibilidade presente no généassiflora € uma caracteristica
importante da biologia floral, pois determina a aloga e contribui para o aumento da
variabilidade genética, uma vez que as espécipasiflora sdo plantas de polinizagdo
cruzada (BRUCKNER et al., 2005; SUASSUNA et alQ20 O maracujazeiro pode ser
propagado sexuadamente, por sementes, ou assexamddapor meio de cultura de
tecidosin vitro, enxertia ou estaquia (SAO JOSE et al., 1994)pidpagacdo sexuada,
da maneira como € realizada atualmente, ocorre @izagldo cruzada com
desenvolvimento de individuos com grande variadil@lgenética e formacdo de mudas
desuniformes e heterogéneas. A propagacdo assegaatdde a formacdo de mudas
mais uniformes, selecionando e multiplicando plkuctam alta produtividade (SOUSA;
MELETTI, 1997). Entretanto, a propagacao por seggesé destaca devido a facilidade
e ao menor tempo de formacao das mudas (FERREIBON)2

A polinizacdo € cruzada realizada, principalmepse abelhas mamangavas
(Xylocopaspp.), que sdao mais eficientes, pois 0s insetasoras apenas coletam o
néctar sem polinizar o estigma devido ao tamanbogaldo do androginéforo. Além
disso, a polinizacdo manual também ¢é utilizadaoded complementar a polinizacao
cruzada (MELLETI, 2003).

O maracujazeiro se desenvolve bem em temperatédaérde 25°C, dias longos
com 11 horas de luminosidade por dia, exigénciddaidmtre 800 a 1500 mm por ano,
altitude entre 100 a 1000 metros acima do nivehdo e baixa tolerancia a ventos
fortes (CUNHA et al., 2004). Segundo os mesmos rasfocondicdes adversas as
citadas anteriormente como temperaturas baixasgcapalisponibilidade de agua e
luminosidade inadequada podem retardar o cresaimenteduzir a absor¢cao de
nutrientes pela planta, induzir a paralisacdo dasdades vegetativas e reduzir a
formacdao de flores e frutos, respectivamente. Al&wo, 0s solos mais indicados para a
cultura sdo os argilo-arenosos, profundos e bemadws, pois a umidade nas raizes

favorece o ataque de patdgenos causadores deesi(MANICA, 1981).



Com a expansédo de plantios comerciais da passiaufio Brasil, devido a
crescente demanda pela fruta, tem-se observado oentmmdos problemas
fitossanitarios e consequentemente a reducéo is@ne da produtividade e o periodo
de exploracdo econdmica da cultura (MARTINS et24Q6). No Brasil, os problemas
fitossanitarios no maracujazeiro sao 0s principagponsaveis pela diminuicdo das
areas de plantio e da produtividade (JUNQUEIRAak1.2005). Os fitopatdgenos séo
0sS principais agentes responsaveis pelo ndo des@neoto da cultura (SOUSA,
2005). Assim, diversos pomares brasileiros sao adtm pela antracnose
(Colletotrichum gloeosporioidgs verrugose ou cladosporios€l@dosporium sp.),
septoriose $eptoria passiflora murcha de fusario Fusarium oxysporunf. sp.
passiflorag, bacteriose Xanthomonas axonopodipv. passifiorag e a virose do
endurecimento dos fruto€¢wpea aphid-borne mosaic virusCABMV) que sdo o0s
principais problemas fitossanitarios que afetanassigultura, reduzindo a vida util do
pomar, causando perdas na producao e qualidadeuttos (MELETTI, 2011).

O virus do endurecimento dos frutos pertence amergéotyviruse familia
Potyviridae (TAYLOR; GREBER, 1973), € a virose mais importadg cultura do
maracujazeiro, sendo descrita pela primeira veAusralia (MCKNIGHT, 1953), em
seguida no continente americano e africano (CHAGASI., 1981). No territorio
brasileiro foi descrito pela primeira vez, na décddal970, como isolado d@assion
fruit woodiness virugPWYV), no estado da Bahia, e posteriormente poavéegioes do
pais resultando em quedas de producéo nos cuttevesaracujazeiro (YAMASHIRO;
CHAGAS, 1979). Até a década de 1990, estudos ratatajue a virose existente na
Africa do Sul era causada por uma estirpe do PWawés da morfologia das particulas,
sintomatologia, hospedeiros alternativos e caristieas soroldgicas (CHAGAS et al.,
1981; CHAGAS et al., 1992; BEZERRA et al., 19950INE et al., 1995; TRINDADE
et al.,, 1999). Entretanto, com a implementacdo énit¢a molecular, como o
sequenciamento de parte do genoma referente apcaigaca e analises filogenéticas,
os isolados brasileiros foram identificados comdgneentes a espédisowpea aphid
borne mosaic virugCABMV) (NASCIMENTO et al., 2004; NASCIMENTO et al
2006; BARROS et al., 2011; SILVA, 2012).

O maracujazeiro uma vez infectado pelo CABMV apnés mosaico comum,
enrugamento, bolhosidade, distorcdo e reducdo ma foliar comprometendo a
producao, pois os frutos ficam menores, deformadosm endurecimento do pericarpo
(Figura 1) (REZENDE, 2006).



Figura 1. Sintomatologia em folha e fruto de mar@oeyo azedo causado pelo
CABMV. Bolhosidade, distorcdo e reducédo na aremrfdA) e fruto deformado (B).
Fotos: Farias, D. da H.

O CABMV pode ser transmitido por afideos vetoragaimilia AphididaeAphis
gossypiie Mysus perssicaepor enxertia de material infectado e inoculac@tTanica
via extrato foliar tamponado ou ferramenta de cOAdJOS et al., 2001; ZERBINI et
al., 2005; DI PIERO et al., 2006). NARITA et al0@) afirmam que o CABMV néao é
transmitido via sementes, forma mais utilizada @elpcdo de mudas.

Experimentalmente, o virus do endurecimento dosdr infecta plantas das
familias Amaranthaceae, Fabaceae, ChenopodiacedanaSeae e Cucurbitaceae
(NASCIMENTO et al., 2004; NOVAES; REZENDE, 2005; RBINI et al., 2006;
NASCIMENTO et al.,, 2006), além das espécies Risssiflorg mantendo assim
constantemente as fontes de in6culo no campo. Mealespécie da familia Aphididae
coloniza especificamente o maracujazeiro (SOUSAYBIL ILHARCO, 1995).
Entretanto, esses afideos podem se hospedar n@ujdargaaso nao encontrem o
hospedeiro especifico. A relacdo virus-vetor éiplo hdo persistente, ou seja, 0 virus
ndo circula no organismo do afideo. Tanto a obteegino a inoculacdo do virus pelo
inseto é instantanea, durante as picadas de pNPIERO et al., 2006). Para
continuar disseminando o virus, o afideo precisdifdentar-se novamente de uma
planta infectada para adquirir o mesmo (YUKI et2006).

Dentre as estratégias de manejo pode-se citailizacdo de mudas sadias;
erradicacao das plantas sintomaticas; eliminacapodeares velhos ou abandonados
antes do inicio da nova plantagéo; cuidados namo@es de poda e desbrota para evitar
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a transmissdo mecanica do virus; ndo consorciaraaaujazeiro com plantas das
familias Amaranthaceae, Fabaceae, ChenopodiacemaBeae e Cucurbitaceae que
possam atuar como reservatorios naturais do vigsgs sdo agbes que reduzem de
forma eficiente a infeccdo e o indculo, impedindo prejuizo em perdas de
produtividade de gendtipos de maracujazeiro azedectados com o CABMV
(SAMPAIO et al., 2008; FISCHER et al., 2008). Sedm Meletti et al. (2005) ndo se
recomenda o controle quimico de vetores para eisssey uma vez que 0 virus é
transmitido por meio de uma Unica picada de pravesator.

Os recursos geneéticos Bassifloramantido nos bancos ativos de germoplasma
sdo essenciais para o desenvolvimento de novogiamgtgor conservar a maxima
variabilidade do género, uma vez que, o germoplagéniarmado por acessos com
varios genes de interesse e com o potencial agiocnd(RREITAS et al.,, 2011;
BUENO et al., 2001). Estudos de caracterizacacaba@@o dos materiais presentes no
germoplasma sao fundamentais, pois permitem olbserpatencial e a variabilidade
presente nos acessos (FREITAS et al., 2011)

A variabilidade genética presente @massifloratem contribuido, nos udltimos
anos, para o melhoramento genético explorar carsiitas de interesse em plantas e
frutos (OLIVEIRA, 2013). A exploracdo dessa variglside genética pelo
melhoramento visa a qualidade do fruto, o aumeat@nodutividade e a busca por
fontes de resisténcia ou tolerancia para o contteldoencas (VIANA; GONCALVES,
2005; FALEIRO et al., 2006; MELETTI, 2011). Segund@ana et al. (2004) massa e
namero de frutos sdo caracteristicas importangesean melhoradas para o aumento da
produtividade. Desse modo, o direcionamento do onathento genético deve obedecer
ao mercadon naturaou a industria de sucos (BRUCKNER et al., 200sif, para
alcancar boa aceitacdo comercial, buscam-se fguéogles, ovais, maior rendimento da
polpa, acidez elevada e ao alto teor de sdlidosver para o mercado in natura e
industria de sucos (GOMES et al., 2006).

Dentre as estratégias de melhoramento o uso @eiespsilvestres do género
Passifloratem sido bastante explorado, pois apresentam aislué interesse para 0s
melhoristas como resisténcia as principais doeqgasafetam a passicultura, periodo
longo de florescimento e maior adaptacao a estegségco (JUNQUEIRA et al., 2005;
MELETTI et al., 2005). O aumento da frequéncia eee3y favoraveis e a exploracdo do
vigor hibrido séo etapas dos programas de melhotan(®ELETTI; BRUCKNER,
2001).



Em termos de compatibilidade genética, consideramddiversidade, muitas
destas espécies silvestres podem ser utilizadasrémamento interespecifico com o
maracujazeiro azedo, visando a obtencdo de vaesdeagkistentes para as varias
doencas (JUNQUEIRA et al., 2005). Segundo Lope84),%s espécies de Passiflora
podem ser classificadas de acordo com o numeroddsicromossomos (X =6; x =9 e
x = 10) de cada uma delas, sendo que os diplopglesentam-se com 2n = 12, 18, 20,
22, 24, 36 e 84. Em estudo com diversas espéciBaskflora Melo e Guerra (2003)
relataram que as espécies edulisf. flavicarpa e P. cincinnatasao citologicamente
compativeis, pois pertencem ao mesmo grupo cromassOrnoaracterizado por
apresentar n = 9 e quatro sitios de DNAr 45S.

Dentre as principais estratégias de melhoramentoétige utilizado em
Passiflora, as hibridagbes interespecificas para a transferée resisténcia de um
acesso resistente para um genotipo suscetivelittnrecomendadas (BRUCKNER et
al., 2002). O processo de hibridagdo no gérigassiflora pode ser realizado entre
individuos da mesma espécie ou entre espécieemiésr (MELETTI et al., 2005).
Segundo Souza et al. (2008), as espécies silveBiresetacea, P. coccinea, P.
glandulosa, P. caerulea, P. mucronata, P. alata,nRida e P. galbanapodem ser
utilizadas em processos de hibridacfes interespgei€om o maracujazeiro amarelo,
devido a compatibilidade genética entre espéciesndecujazeiro. Oliveira et al.
(2013) relata que a espéck. cincinnata possui atributos importantes para o
melhoramento genético como resisténcia a doengascfel

Quando o cruzamento interespecifico convencioéal se torna viavel, se faz
necessario o uso de técnicas biotecnoldgicas, @rmatura de tecidos, hibridacdes
interespecificas artificiais por fusdo de protofglase transformacdes genéticas (LIMA
et al., 2000; MELETTI et al., 2005; TREVISAN; MENI[3E:2006). Para que a obtencao
do hibrido seja viavel, € necessario que as espétikzadas apresentem homologia
gendbmica (PEREIRA et al., 2005). De acordo com IPri(l991), hibridos
interespecificos podem apresentar dificuldade deerdelvimento e florescimento,
viabilidade de pélen, baixa viabilidade devido feintes nUmeros de cromossomos e
alta variacdo morfolégica nos frutos. Segundo essEsMoOS autores, SA0 necessarias
vérias geracdes de retrocruzamento com o genitoexal para conseguir recuperar as
caracteristicas desejaveis. O termo recorrentersugee o cruzamento entre dois
individuos seja realizado e o hibrido F1, retroader em sucessivas geracdes com o
genitor recorrente (BOREM, 1997).



O maracujazeiro amarelo tem sido considerado comexgelente genitor por
apresentar florescimento abundante, indices de igggdD previsiveis e sementes
viaveis por bastante tempo em condi¢cdes normaisrdezenamento (MELETTI;
BRUCKNER, 2001; MELETTI et al., 2005). O método m¢rocruzamento tem como
objetivo a recuperacdo do genitor recorrente, e mend de retrocruzamentos
necessarios dependem da distancia entre as espéinegrau de recuperacdo desejado
do genitor recorrente (BOREM, 1997).

Dentro de um programa de melhoramento, a caraat@itzdo germoplasma
consiste em uma importante atividade de identifeeatescrever todos os individuos
(VICENTE et al.,, 2005). No caso do maracujazeiresatitores morfolégicos e
agrondmicos tém sido utilizados para a caractdizale acessos de germoplasma de
Passiflora(JESUS et al., 2013). De acordo com Costa eR@09), a caracterizacao de
genotipos através de descritores morfoagronémigosmprescindiveis, desde que o0s
caracteres apresentem alta herdabilidade, sofraicagofluéncia de fatores abioticos e
ndo apresente dificuldades na identificacéo e agéd das caracteristicas.

Brandao (2011) relata que os caracteres podem sdoslatravés de escalas de
notas (qualitativas), ou por mensuracbes (quantst em diferentes fases de
desenvolvimento do individuo. As varidveis qualtad ou multicategdricas possuem
alta herdabilidade e sdo mensuradas a partir dgargs ou classes, entretanto, as
variaveis quantitativas possuem baixa herdabilidad#io obtidas através de valores
numericos continuos ou discretos (CRUZ; CARNEIR@3.

Outro método de caracterizagdo de germoplasma decujazeiro é o uso de
marcadores moleculares do DNA, onde as informagéesdas sobre a variabilidade
genética auxiliam nas diversas etapas de melhorama&ém de serem mais precisas,
caracterizam mais acessos em menor tempo e obteecdiesultados mais rapidos
(LEVI et. al.,, 2000; CERQUEIRA-SILVA et., 2010). Dmodo geral, marcadores
moleculares sdo mais eficientes, na confiabiliddde dados, que os descritores
morfologicos no estudo da variabilidade genétidgaterte entre os genotipos.

O uso de marcadores moleculares é mais uma ferranwdnel devido a
obtencao de polimorfismos genéticos ilimitado eralquer fase de desenvolvimento da
planta e auséncia de influéncia ambiental (FALEIRQOQ7). Esta técnica permite a
identificacdo de genes inerentes a espécie e genduperiores associando
caracteristicas fenotipicas com os marcadores RAEHt al., 2005).

Dentre as técnicas moleculares, destacam-se osadoaes baseados em

elementos transponiveis (TESTransposable Elementsjue sdo fragmentos de DNA
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que possuem a capacidade de se mover entre refides genoma, elevando assim a
variabilidade genética dos individuos (KIDWELL; 138, 1997; CAPY et al., 1998).
Os elementos transponiveis formam uma porcdo bestagnificativa das espécies
vegetais, podendo ultrapassar 80% do genoma (MEYERS., 2001).

Entre os elementos transponiveis, 0s retrotransppsonstituem os principais
componentes do genoma das plantas (FESCHOTTE 208R). Segundo Schulman et
al. (2012), os retrotransposons vem sendo utilig@dono marcadores moleculares para
agregar informacoes ao processo de melhoramengéiggndevido ao polimorfismo e
aos fragmentos dindmicos do genoma estudado. @&aesposons se movimentam no
genoma através de um intermedidrio de RNA que éicado para DNA por uma
transcriptase reversa, produzida por eles mesmtess da sua nova insercao, ou seja, 0s
retrotransposons ndo sofrem excisdo e reinsercamwrn ponto do genoma, sua
transposicao ocorre com a inser¢cdo de uma nova c@pgenoma, reverso transcrita a
partir de um mRNA (KUMAR; BENNETZEN, 1999; KALENDAIRt al., 2010).

Marcadores moleculares baseados em retrotransposoneegidoes LTRsLONg
Terminal Repeajs vém sendo muito utilizados e suas aplicacbes udasde
investigacoes de ativacdo dos retrotransposongjastle biodiversidade, evolucdo do
genoma, para 0 mapeamento de genes e estimatiliatéiecia genética (SMYKAL et
al., 2011; GUO et al., 2012; GAILITE;RUNGIS, 20 2ANTOS et al., 2014). Os LTRs
possuem longas repeticbes nucleotidicas nas duaeméades dos fragmentos
gendmicos (Figura 2) (KALENDAR et al., 2011).
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aggctetgataCCh-nnn-TG

Figura 2. Esquema geral da estrutura dos retrggososis com LTRs. Fonte: Kalendar

et al. (2010).

ggatgctgataCCA-nnn-TG
gggetotgataCCh-nnn-TG6
gacctttgabaCCA-nnn-TG
tggcaatggaaCCA-non-TG
guatgecgataCCh-nnn-TG6
ccttgecgataCCA-nan-TG
ttgetecgatgCCA-nnn-TG
agctcacgatgCCA-nnn-TG
ggctcatgatgCCA-nan-TG
tggcaacggegCCA-nnn-TG
cageggagtegCCA-nnn=-TA
tggctctgataCCA-nnn-TG
atgectetgataCCA-nnn-TA

CA-nnn-TGGtatcagagcct
CA-nnn-TGGtatcagcatce
CA-nnn-TGGtatcagagcce
CA-nnn-TGGtatcaaaggte
CA-nnn-TGEGttccattgcca
Ch-nnn-TGGtatcggeoatco
CA-nnn-TGGtatcggoaagg
CA-nnn-TGGcatcggagcaa
CR-nnn-TGGcategtgaget
CA-nnn-TGGcatcatgagcce
CA-nnn-TGGogecegttgeca
TA-nnn-TGGogactecgetg
CA-nnn-TGGtatcagageca
TA-nnn-TGGtatcagagcat

tfCA_ . ... TGG

PBS <-3'LTR‘5 5‘LTR'3-> PBS



Com base nas sequéncias de retrotransposons Kaletdal. (2010),
desenvolveram um tipo de marcador molecular (iPBi&ter-primer binding sitg
universal (Figura 2). Os marcadores iPBS tém deeehgzo um papel importante na
caracterizacdo genética de gendtipos, pois os IsBRsabundantes e bem distribuidos
no genoma (KALENDAR et al,. 2010; SCHULMAN et a2012). Ainda assim, 0s
retrotransposons geralmente mostram dispersdo csdmasa, numero de coépias
variavel e distribuicdo aleatoria no genoma (KALEA®et al., 1999). A utilizacdo de
marcadores moleculares retrotransposons é eficent@rogramas de introgressédo de
genes de resisténcia por retrocruzamento, poisaggnentos LTRs encontrados séo

abundantes e dispersos em varias regides do ggis@rILMAN, 2007).
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CAPITULO |

VARIABILIDADE GENETICA E REA(;AO DE ACESSOS DE
MARACUJAZEIRO AO C owpea aphid-borne mosaic vir/€CABMV)

RESUMO

A exploracdo da variabilidade genética dentro doegePassiflora constitui uma
atividade importante para identificacdo de fontesesisténcia as principais doencas do
maracujazeiro que limitam a qualidade e o poters@atultura. Dentre as principais
doencas, a virose do endurecimento dos frutos @efaramente o maracujazeiro,
reduzindo o ciclo da cultura e acarretando prejupeora os produtores. O trabalho foi
desenvolvido com o0 objetivo de avaliar a reacéo atessos d@assifloraspp, ao
Cowpea aphid-borne mosaic virWlCABMV) e verificar a variabilidade genética
disponivel por meio de descritores morfologicoslitatavos e quantitativos da flor.
Foram avaliados 64 acessos do Banco de Germopldemaaracuja da Embrapa
Mandioca e Fruticultura. A resisténcia genética plastas foi avaliada nas condi¢cfes
de campo no periodo de sete meses, utilizando sosaede notas 1 (resistente) a 4
(altamente suscetivel) que posteriormente foi cditle ao indice de severidade de
doenca e éarea abaixo da curva de progresso da ado®aga a caracterizacao
morfolégica foram utilizados 48 descritores, sentld varidveis multicategéricas
gualitativas e oito quantitativos. Para cada claesdescritor foram obtidas matrizes de
dissimilaridade e posteriormente as matrizes daoslaualitativos, quantitativos e
conjunta (qualitativos e quantitativos) foram claceonadas. A analise conjunta foi
obtida utilizando duas estratégias: a primeira base na soma das matrizes dos dados
gualitativos e quantitativos (Matriz soma) e a selgua matriz foi obtida com base nos
dados dos descritores qualitativos e quantitat{ietriz geral). Todas as matrizes de
dissimilaridade foram obtidas com base no indic&deer. A correlacdo das matrizes
foi realizada com base no coeficiente de correlaig®earson e a significancia feita
pelo teste Mantel com 1.000 permutacdes. Forantajads as técnicas de andlise
agrupamento do meétodo de otimizacdo de Tocher eM/PE também empregado a
analises discriminantes de Anderson. Os resultados base na severidade para o

CABMV permitiram a identificacdo de gendtipos caesisténcia/tolerancia genética
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com destaque para os acessos BGPE8e(ulisf. flavicarpa) e BGP 170 R.
malacophylld. Os agrupamentos indicaram a existéncia de \vhdiadbe genética entre
os individuos avaliados, apresentando grupos cotanpial a serem utilizados em
programas de melhoramento genético. Os descritates/és da analise conjunta de
dados, possibilitaram um melhor ordenamento das cespécom deteccdo de
variabilidade genética intraespecifica em gendtiged. edulisf. flavicarpa e nas
demais espécies silvestres do Banco de Germoplasma

Palavras-chave:Passifloraspp., virose, germoplasma, morfologia.
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CHAPTER |

GENETIC VARIABILITY AND REACTION TO PASSION
FRUIT OF ACCESS Cowpea aphid-borne mosaic virktSABMV)

ABSTRACT

The exploitation of genetic variability within thgenus Passiflora is an important
activity to identify the main passion of diseassistance sources that limit the quality
and potential of culture. Among the major disea#ies,fruit of hardening of the virus
severely affects the passion fruit, reducing thepccycle, resulting in losses for
producers. The study was conducted in order touat@lthe reaction d?assiflora pp.
access toCowpea aphid-borne mosaic viru€CABMV) and verify the genetic
variability available through qualitative and qutattive morphological flower
descriptors. They evaluated 64 passion fruit aesetdse Germplasm Bank of Embrapa
Cassava and Fruits. The genetic resistance of gplaas evaluated under field
conditions for seven months, using a scale of nbt@ssistant) to 4 (highly susceptible)
which was subsequently converted disease severiyxi and area under the disease
progress curve. For the morphological characteomaivere used descriptors 48, 40
multicategoric qualitative variables and quanttateight. For each descriptor class
dissimilarity matrices were obtained and later blieadquarters of the qualitative data,
quantitative and joint (qualitative and quantita)iwere correlated. The analysis was
obtained using two strategies: the first basedhensum of the matrices of qualitative
and quantitative data (matrix sum) and the secondi¢ was obtained based on data
from qualitative and quantitative descriptors (gahenatrix). All dissimilarity matrices
were obtained based on the Gower index. The cdoelaof the arrays was
accomplished based on the Pearson correlationicieetf and significance taken by
mantel test with 1000 permutations. The clusteryais techniques of Tocher and
UPGMA method and also employed the discriminantlysig of Anderson were
applied. The results based on severity for CABMVowakd the identification of
genotypes with resistance/tolerance gene highhightihe BGP188 accesB.(edulisf.
flavicarpd and BGP 170 R. malacophyll® Groupings indicated the existence of
genetic variability among the evaluated individuaigth groups with potential for use
in breeding programs. The descriptors through dime pnalysis of data, enabled better
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planning of species with genetic variation detetiitraspecific in genotypd3. edulis

f. flavicarpaand in other wild species of the Germplasm Bank.

Keywords: Passifloraspp., viruses, germplasm, morphology.
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1. INTRODUCAO

O géneroPassifloraé bastante cultivado em regifes tropicais e suisasdo
mundo. Mais de 500 espécies neste género tém diahdificadas e a maioria delas €
distribuida por toda a América Central e do SulRBRRACCI et al., 2005). Dentre o
continente americano, o Brasil é apontado como itapta centro de diversidade do
maracuja, por possuir mais de 140 espécies nalivagnerdPassiflora(FERREIRA,
2005). Além do pais ser considerado o maior pradutmndial de maracuja amaréf®.
edulis f. flavicarpa Deg.), com 838.244 toneladas numa éarea aproxirdada6.825
hectares. A Regidao Nordeste tem liderado a prodbgdsileira, respondendo por mais
da metade da producéo nacional (IBGE, 2014).

Vérios fatores limitam a qualidade e o potencialcddura, dentre as quais se
destaca a ocorréncia de virose do endurecimenfoutiv e a falta de variedades com
resisténcia as principais doencas e adaptadasnralic@es climaticas dos principais
poélos produtores. Dentre as doencas, a virose daysdo ©wpea aphid-born mosaic
virus (CABMV) (NASCIMENTO et al., 2006) afeta severameat cultura, reduzindo a
vida util dos pomares de maracujazeiro (NASCIMEN@&iCal., 2004) em virtude das
deformacobes foliares, endurecimento do pericarpo fda®s e reducdo da polpa
(KITAJIMA et al., 1986).

A identificacdo de fontes de resisténcia é imprelgel para obtencdo de novas
variedades com atributos desejaveis. A ampla védade genética do género
Passiflora(OLIVEIRA et al., 2013) torna-se ideal para prospe@spécies silvestres
com genes de resisténcia ao CABMV (MACIEL et all02, OLIVEIRA et al., 2013;
CORREA et al., 2015; SANTOS et al., 2015; FREITASak, 2015). Além disso, a
identificacdo da variabilidade genética intraedpeitambém € importante para o
desenvolvimento de novas variedades com resistéasia principais doencas
(CERQUEIRA-SILVA et al., 2014) e com atributos déseis dos frutos.

Com a finalidade de estimar a diversidade genéfizesente no género
Passiflora,deve-se primeiramente caracterizar morfoagronamecde os individuos e
selecionar materiais promissores para uso em gietegppas de melhoramento (PAIVA
et al., 2014). O conhecimento da variabilidade p®teobtido através da caracterizagéo
morfologica, por meio de descritores qualitativos diacretos e quantitativos ou
continuos. Os descritores qualitativos sdo mamr@ssantes por possuirem natureza
genética simples, sofrem pouca influéncia ambieatapresentam alta herdabilidade

(VICENTE et al., 2005; PAIVA et al., 2014) e perant deducdes mais confidveis dos
23



acessos de germoplasma, entretanto seu numerdadbne requer classes previamente
estabelecidas (JESUS et al., 2013). Por outro ladogescritores quantitativos, séo
imprescindiveis na avaliacdo do potencial agronéndie uma nova variedade, porém
mostram uma natureza genética complexa e sofreradaeinfluéncia ambiental
(JESUS et al.,, 2013). Desta forma, a avaliacdoucoaj da caracterizacdo € uma
alternativa interessante, pois quantifica e complgmo conhecimento da variabilidade
genética de uma espécie (GONCALVES et al., 2009).

A busca por informacdes no banco de germoplasmRadsiflorg quanto a
variabilidade tornam-se cada vez mais essenciai®btancdo de uma variedade
comercial com caracteristicas agronémicas dessjdeeiresistentes as principais
doencgas. Portanto, o presente trabalho teve copetivabavaliar a reacdo dos acessos
de Passifloraspp, ao CABMV e verificar a variabilidade genéticaptisivel por meio

de descritores morfoldgicos.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Local de conducéo e genotipos avaliados

Foram avaliados 64 acessos do Banco Ativo de Gdasimp de Maracujazeiro
da Embrapa Mandioca e Fruticultura. Cada acessocdoiposto por dez plantas
provenientes de sementes. Os acessos pertenciave aspecies, sendo 47 Rleedulis
Sims f flavicarpaDeg., sete d®. cincinnataMast., quatro d®. setacedC., uma de
cada espéci®. alata Curtis P. gibertii N.E.Br., P. malacophyllaMast, P. galbana
Mast, P. bahiensiKlotzsche P. maliformisL. (Tabela 1). As plantas foram obtidas
através de sementes. O banco esta localizado nacidionde Cruz das Almas, BA
(12°48'S e 39°6'W, a 220 m de altitude), de climapital quente e Umido. O
espacamento utilizado foi de 2,0 m entre linhag 8,0 m entre plantas. Utilizou-se o
sistema de conducédo em espaldeira vertical, confiacude arame liso n°® 12, a 2 m de
altura do soloTodos os tratos culturais foram feitos conformmoneendacéo técnicas

para a cultura.
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Tabela 1. Acessos drassifloraspp. utilizados nas avaliacdes de virose e carza¢@o

morfoldgica.
N° Acesso BAG Espécies Procedéncia
1 BGPO0O05 P. edulisSimsf. flavicarpaDeg. Jaboticabal - SP
2 BGP008 P. gibertiiN.E.Br. Jaboticabal - SP
3 BGP020 P. edulisSimsf. flavicarpaDeg. Jaboticabal - SP
4 BGP031 P. edulisSimsf. flavicarpaDeg. Vitdria da Conquista - BA
5 BGP032 P. edulisSimsf. flavicarpaDeg. Maringa - PR
6 BGPO0O37 P. edulisSimsf. flavicarpaDeg. Santarém - PA
7 BGP038 P. edulisSimsf. flavicarpaDeg. Santarém - PA
8 BGP051 P. edulisSimsf. flavicarpaDeg. Janauba - MG
10 BGP061 P. edulisSimsf. flavicarpaDeg. Jaboticabal - SP
11 BGP064 P. edulisSimsf. flavicarpaDeg. Conceicdo do Jacuipe - BA
12 BGPO77 P. cincinnataMast. Andarai - BA
13 BGP109 P. galbanaMast. -
14 BGP123 P. edulisSimsf. flavicarpaDeg. Jaboticabal - SP
15 BGP129 P. edulisSimsf. flavicarpaDeg. Jaboticabal - SP
16 BGP164 P. edulisSimsf. flavicarpaDeg. Alagoinhas - BA
17 BGP165 P. edulisSimsf. flavicarpaDeg. Alagoinhas - BA
18 BGP170 P. malacophylldMast -
19 BGP176 P. edulisSimsf. flavicarpaDeg. = Cruz das Almas - BA
20 BGP177 P. edulisSimsf. flavicarpaDeg. Alcobaca - BA
21 BGP181 P. edulisSimsf. flavicarpaDeg. Piracicaba - SP
22 BGP182 P. edulisSimsf. flavicarpaDeg. Piracicaba - SP
23 BGP183 P. edulisSimsf. flavicarpaDeg. Piracicaba - SP
24 BGP184 P. edulisSimsf. flavicarpaDeg. Piracicaba - SP
25 BGP185 P. edulisSimsf. flavicarpaDeg. Piracicaba - SP
26 BGP188 P. edulisSimsf. flavicarpaDeg. Piracicaba - SP
27 BGP200 P. cincinnataMast. Piracicaba - SP
28 BGP205 P. edulisSimsf. flavicarpaDeg. Piracicaba - SP
29 BGP210 P. edulisSimsf. flavicarpaDeg. Araguari - MG
30 BGP221 P. edulisSimsf. flavicarpaDeg. Salvador - BA
31 BGP222 P. edulisSimsf. flavicarpaDeg. Salvador - BA
32 BGP223 P. edulisSimsf. flavicarpaDeg. Salvador - BA
33 BGP224 P. edulisSimsf. flavicarpaDeg. Salvador - BA
34 BGP225 P. edulisSimsf. flavicarpaDeg. Salvador - BA
35 BGP228 P. edulisSimsf. flavicarpaDeg. Campinas - SP
36 BGP237 P. setace®C. Lagedinho - BA
37 BGP238 P. setace®C. Lagedinho - BA
38 BGP242 P. setace®C. Ibiquera - BA
39 BGP245 P. setace®C. Lagedinho - BA
40 BGP268 P. cincinnataMast. Ruy Barbosa - BA
41 BGP277 P. edulisSimsf. flavicarpaDeg. Ruy Barbosa/Utinga - BA
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42 BGP292 P. cincinnataMast. Brotas de Macaubas - BA
43 BGP300Pa P. cincinnataMast. Curralinho - BA

44 BGP308 P. cincinnataMast. Ibiquera - BA

45 BGP311 P. edulisSimsf. flavicarpaDeg. Nova Vigosa - BA

46 BGP324 P. edulisSimsf. flavicarpaDeg. Planaltina - DF

47 BGP328 P. edulisSimsf. flavicarpaDeg. Planaltina - DF

48 BGP330 P. edulisSimsf. flavicarpaDeg. = Cruz das Almas - BA
49 BGP334 P. edulisSimsf. flavicarpaDeg. St° Antbnio de Jesus - BA
50 BGP336 P. edulisSimsf. flavicarpaDeg. ltamaraju - BA

51 BGP340 P. edulisSimsf. flavicarpaDeg. Rio Real - BA

52 BGP341 P. edulisSimsf. flavicarpaDeg. ltamaraju - BA

53 BGP345 P. edulisSimsf. flavicarpaDeg. Rio Real - BA

54 BGP348 P. cincinnataMast. lacu - BA

55 BGP417 P. bahiensiKlotzsch -

56 BGP351 P. edulisSimsf. flavicarpaDeg. Rio Real - BA

57 BGP354 P. edulisSimsf. flavicarpaDeg. Itilba - BA

58 BGP379 P. maliformisL. -

59 BGP432 P. alataCurtis -

60 BGP444 P. edulisSimsf. flavicarpaDeg. -

61 BRS Gigante AmareloP. edulisSimsf. flavicarpaDeg. -

62 BRS Ouro Vermelho P. edulisSimsf. flavicarpaDeg. -

63 BRS Sol do Cerrado P. edulisSimsf. flavicarpaDeg. -

64 BRS Rubi do CerradoP. edulisSimsf. flavicarpaDeg. -
Pa: semente de polinizagéo aberta(meios irmaos)

2.2 ldentificacéo viral

Para comprovar a identidade do CABMYool de amostras de folhas de
maracujazeiro com sintomas de mosaico e defornfafidao foram coletadas no campo
e avaliadas por meio de RT-PCRReferse Transcription- Polymerase Chain
Reaction. A extragcdo de RNA total foi realizada a parér @5 g dgool de folha de
maracujazeiro infectado, com o Kit Axygen seguiagdaorecomendacdes do fabricante.
A gualidade do RNA extraido foi avaliada em gel atgarose (1%). A sintese das
moléculas de DNA complementares (cDNA) foi realzatbm a enzima M-MLV
reverse transcriptasé€invitrogen), seguindo as recomendacdes do faitecaPara a
reacdo de amplificacdo de DNA, através da PEB&ly(erase Chain Reactiprforam
utiizados 5 puL do cDNA sintetizado e primers especificos, CIR€S'-
ACICCRTTYTCDATDATRTTIGTIGC-3) e ClFor (5'-
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GGIVVIGTIGGIWSIGGIAARTCIAC-3’), desenhados para medlamento em porgcdes
gendmicas de espécies deotyvirus que amplificam fragmentos de DNA de
aproximadamente 700 pb. As amplificagfes da PCaéhfaralizadas em termociclador
programado para 5 minutos a 92 °C, seguido de @0scde 50 segundos a 92 °C, 1
minuto a 55 °C, 1 minuto e 30 segundos a 72 °C, aora extensao final de 5 minutos
a 72 °C e finalizando a 4°C. Os produtos da PCRnifoanalisados em gel de agarose

(1%) corados com brometo de etideo e visualizadgeesenca de luz ultravioleta.

2.3 Avaliacdo da severidade da virose em espécies dsifRara

As avaliacGes dos sintomas da virose foram realizagdés a ocorréncia natural
da doenca no campo. Foram realizadas avaliagGedaal® dias no periodo de marco a
outubro de 2013, totalizando 15 avaliagbes em g@dambm sete meses de idade.
Utilizou-se o critério de sintomatologia visual, @eordo com a intensidade dos
sintomas na planta. A severidade dos sintomasrdglitoi avaliada por meio de uma
escala de notas de 1 a 4, proposta por Novaesen®e£1999) e adaptada por Sousa
(2005), sendo: 1- sem sintomas, 2- mosaico levedadformacdes foliares; 3- mosaico
severo sem deformacéo foliar e 4- mosaico sevelbpbidade e deformacdes foliares

(Figura 1). Para cada planta avaliada foi calcutadalice de severidade das

doencas segundo McKinney (1923). Os dados da mcialé&le virose foram submetidos
a analise de diversidade utilizando-se como medé&dissimilaridade a distancia de
Gower e método de agrupamento UPGMBnweighted Pair Grouped Method
Averag®. Os dados obtidos por meio da escala de notamfatilizados também para
calcular a Area Abaixo da Curva do Progresso danBa¢AACPD), de acordo com a
metodologia de Simk e Piepho (2011) para cada gendvaliado, conforme a

expressao:

AACPD =9 xn

em que:

¥ = média aritmética de todas as avaliacoes;
n = numero de observacoes.
Esta medida é utilizada quando todas as observdgfE®s realizadas em intervalos

regulares.
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Figura 1 Folhas de maracujazeiro amarelassificadas de acordo com a severidade:
A) Folha sem sintomas (Nota 1); B) Mosaico leve slformacdes foliares
(Nota 2); C) Mosaico severo sem deformacgao folNdotd 3); D) Mosaico

severo, bolhosidade e deformacdes foliares (Not&otps: Farias, D. da H.

2.4 Caracterizacdo morfologica de gendtipos de Passifl

Para a caracterizacdo morfolégica, os 64 individocam avaliados mediante
descritores morfologicos (JESUS et al., 2013). @tenmais foram caracterizados com o
uso de 48 descritores, sendo 40 variaveis quabiste oito quantitativas (Tabela 2).

Os dados qualitativos avaliados foram: coloracacadwm (CRA); comprimento
do limbo foliar (CLF); largura maxima do limbo fati (LMF); profundidade dos sinus
(PRS); formato da folha (FOF); mancha na folha (MH®@rdas do limbo foliar (BLF);
presenca de pilosidade na folha (PPF); divisdandbd foliar (DLF); forma bulada do
limbo foliar (FBF); presenca de heterofilia do limmboliar (PHE); coloracédo da folha
(COF); forma do apice foliar (FAF); formato da memy foliar (FMF); presenca de
estipula (PES); presenca de nectéarios foliares JPN&mero de nectéarios foliares
(NNF); posicao dos nectarios foliares (PON); comernto do peciolo (COP); nimero
de nectérios do peciolo (NNP); posicdo dos nectatmseciolo (PNP); forma do
hipanto (FHP); numero de flores por n6 (NFN); comento da bractea (CBR);
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presenca de nectarios na bractea (PNB); niumeroed&rios na bractea (NNB);
comprimento da sépala (CSE); largura da sépala)(U8Esenca de nectario na sépala
(PNS); numero de nectarios na sépala (NNS); diamadds extremidades da corona
(DEC); bandeamento nos filamento da corona (BF@@iracdo predominante dos anéis
da corona (CAC); largura dos anéis do filamentacal@na (LAC); comprimento da
pétala (CPE); coloracdo do filamento do opérculb@y; filamentos mais longos da
corona (FLC); periodo predominante de antese (Pkélpracdo predominante no
perianto (pétalas e sépalas) regidao interna (CPRyineero de anéis coloridos nos
filamentos da corona (NAC).

Para os dados quantitativos das flores foram atibs oito descritores:
comprimento do androgino6foro (CAN) em centimetrdgmetro externo da corona
(DEEC) em centimetros; diametro interno da coromdC) em centimetros;
comprimento do pedicelo (CPD) em cm; comprimentamtara (CAN) em cm; largura
da antera (LAN) em centimetros; comprimento do iove€OV) em centimetros e
didametro do ovario (DOV) em centimetros. As flofe@am coletadas obedecendo-se o
horario de abertura para cada acesso e as medag@es obtidas com o auxilio de
paquimetro e os dados expressos em milimetros. &ata caracteristica foram
avaliadas cinco plantas e tomada a moda para ossdqdalitativos e para 0s
quantitativos foi estimada a média (Tabela 2).

Tabela 2. Descritores morfoldgicos utilizados pamacterizacdo de maracujazeiro do Banco

de Germoplasma da Embrapa Mandioca e Fruticultura.

Cadigo Descritores avaliados Classes dos descritere

Descritores da Folha

CRA

CLF

LMF
PRS

FOF

MFO
BLF
PPF

DLF

~ 1. Verde-clara; 2. Verde-escura; 3. Verde-arroxpdda
01. Coloracéo do ramo

Roxa.
02. Comprimento do limbo foliar ;nc):urto (<8 cm); 5. Médio (8-15 cm); 7. Longo(s
03. Largura méaxima do limbo foliar gmlistre|ta (<8 cm); 5. Média (8-15 cm); 7. La(gal5
04. Profundidade dos sinus 1. Ausente; 3. Raddglia; 7. Profunda.

1. Lanceolada; 2. Ovada; 3. Cordata; 4. Oblonga; 5.

05. Formato do limbo foliar Eliptica; 6. Fendida; 7. Partida; 8. Seccionada.

06. Mancha no limbo foliar 1. Ausente; 2. Presente
07. Bordas do limbo foliar 1. N&o serrilhadasP@uco serrilhadas; 3. Serrilhada.
08. Pilosidade do limbo foliar 1. Ausente; 2. Prese

1. Simples; 2. Bilobada; 3. Trilobada; 4. Pentatthdb.

09. Divisao do limbo foliar Heptalobada.
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FBF 10. Forma bulada do limbo foliar 1. Ausente; 2. seree.
PHE 11. Heterofilia do limbo foliar 1. Ausente; 2. Beate.
COF 12. Coloragao do limbo foliar 1. Verde-clara; 2rte 3. Verde-escura; 4. Outra.
EAE 13. Forma do épice foliar 1. Arrt_—:‘dond.ado; 2. Atenuado; 3. Cuspidado; 4.
Acuminado; 5. Agudo.
FMF 14. Formato da margem do limbo foliar é.iriﬂtaec!l?; 2. Repanda; 3. Denteada; 4. Serreada; 5
PES 15. Presenca de estipula 1. Ausente; 2. Presente.
PNE 16. Presenca de nectarios foliares 1. Ausentereaehte.
NNF 17. Namero de nectarios foliares 0. Nenhum; 1. Pouco (1-2); 2. Mediano (> 2-4); 3.
EIevad_o (>_4). _ _ _
PON 18. Posicio dos nectarios foliares i.piﬁllammar, 2. Laminar; 3. Marginal; 4. Nenilak, 5.
COP 19. Comprimento do peciolo 3. Curto (< 2c m); 5dM42-4 cm); 7. Longo (> 4 cm).
NNP 20. Numero de nectarios do peciolo 0. Nenhum; 1. Pouco (1-2); 2. Mediano (> 2-4); 3.
Elevado (>4).
1. Adjacente ao limbo foliar; 2. Proximo ao meio do
PNP 21. Posicao dos nectérios do peciolo  peciolo; 3. Adjacente a inser¢édo da folha no rano;
Distribuidos ao longo do peciolo.
Descritores da Flor
FHP 22. Formato do hipanto 1. Aplanada; 2. Campanuf@dailindrica.
NEN 23. Namero de flor por né %&Zigjumdo (1flor); 2. Médio (2-4 flores); 3. Gdan(> 4
CBR 24. Comprimento da bractea 1. Fundida (0 cm); 3. Curto (< 2 cm); 5. Médio (2m);
7. Longo (> 4 cm).
PNB 25. Presencga de nectarios na bractea 1. AuserReggente.
NNB 26. Numero de nectarios na bractea 0. Nenhum; 1. Pouco (1-2); 2. Mediano (> 2-4); 3.
Elevado (>4).
CSE 27. Comprimento da sépala 3. Curto (< 3 cm); 5dimé3-6 cm); 7. Longo (> 6 cm).
LSE 28. Largura da sépala 3. Estreita (< 1 cm); 5.i8I€W-2 cm); 7. Larga (> 2 cm).
PNS 29. Presenca de nectario na sépala 1. Auserieegente.
NNS 30. Nimero de nectérios na sépala ?;Alr\l)enhum; 1. Pouco (1); 2. Mediano (2-4); 3. Btky
DEC 31. Diametro das extremidades da Cororg?nliequeno (<5 cm); 5. Médio (5-10 cm); 7. Gragde0
BFC 32. Bandeamento nos filamento da corobhaAusente; 2. Presente.
33. Coloracao predominante dos anéis da .
CAC corona (exceto a cor branca) [1 Rosa; 2. Roxa.
LAC 34. Largura dos anéis do filamento da 3. Estreita (< 1,0 cm); 5. Média (1,0 -1,5 cm)L&rga (>
corona 1,5 cm).
CPE 35. Comprimento da pétala 3. Curto (< 3 cm); 5dMdé3-6 cm); 7. Longo (> 6 cm).
CFO 36. Coloracgéo do filamento do opérculo 1. AuseRt&loxo; 3. Branco + roxo; 4. Branco + rosa.
FLC 37. Filamentos mais longos da corona 1. Liso§riulados.
PPA 38. Periodo predominante de antese 1. Matutingegpertino; 3. Noturno.
CPP 39. Coloracéo predominante no periantdl. Branca; 2. Rosada; 3. Vermelha; 4. Vermelho -
(pétalas e sépalas) regido interna arroxeada; 5. Roxa; 6. Lilas; 7. Azul; 8. Outro.
NAC 40. Nimero de_ anéis coloridos (exclmdoll Um: 2. Mais de um.
brancos) nos filamentos da corona
CAN 41. Comprimento do androgin6foro cm

30



(Continuacao Tabela 2)

DEEC
DIC
CPD
CAN
LAN
Ccov
DOV

42. Didmetro externo da corona cm
43. Diametro interno da corona cm
44. Comprimento do pedicelo cm
45. Comprimento da antera cm
46. Largura da antera cm
47. Comprimento do ovario cm

48. Diametro do ovario cm

Para cada classe de descritor foram obtidas matize dissimilaridade e
posteriormente as matrizes dos dados qualitatoueemtitativos e conjunta (qualitativos
e quantitativos) foram correlacionadas. A andlisejunta foi obtida utilizando duas
estratégias: a primeira com base na soma das esisialadas dos dados qualitativos e
quantitativos (Matriz soma) e a segunda a matriolwida com base nos dados dos
descritores qualitativos e quantitativos (Matrizrafle Todas as matrizes de
dissimilaridade foram obtidas com base no indiceGasver (GOWER, 1971). A
correlagao das matrizes foi realizada com baseeficeente de correlagdo de Pearson e
a significancia feita pelo teste Mantel com 1.08fhmutacoes.

Com as medidas de dissimilaridade foi realizadadgise de agrupamento pelo
Método HierarquicoUnweighted Pair-Group Method Using an Arithmeticefage
(UPGMA). Para testar a eficiéncia do método de @mmnento hierarquico, estimou-se o
coeficiente de correlacao cofenética (CCC). O sariivutilizado foi o programa
GENES (CRUZ, 2013). O ponto de corte do dendrogréomaado pelo método de
UPGMA foi definido conforme o proposto por Mojena977). Além do método
hierarquico foi utilizando o método de otimizacaoldeher (CRUZ et al., 2004).

Para estabelecimento da funcdo discriminante dee’snd para 0s caracteres
qualitativos, quantitativos e todos os caractevediados, consideraram-se as espécies
P.edulisf. flavicarpa, P. cincinnatae P. setaceaAssim, as populagées,..., T, sendo
n > 2, em que esta associada a cada populagdoma distribuicdo multivariada.
Considerando a homogeneidade das matrizes de &owi@s, as funcdes discriminantes

foram obtidas de acordo com a expressédo (CRUZ,)2006
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Di(x) = In(py) + (97 - %ﬂi)z_lﬂi
Sendo:
D; (%) = escore de classificacdo da populagédo de 1 a 3;
¥ = inversa da matriz de covariancia;
x = vetor de variaveis representativas dos caractgnadvidos na analise;
u; = vetor de médias dos caracteres envolvidos na anélis

p; = probabilidade priori de um individuo pertencer a uma populagéo i.

O acesso foi classificado como pertencente a urpalpgio (espécie) para o
qual ele tem maior escore de classificagdo, oy sejadividuo serd classificado no
grupo se (CRUZ, 2006):

Dj(fi) = [D1 (X)), D,(%;), D5(%;)]

A eficécia das fungbes discriminantes em classifisagendtipos, corretamente,
nas populacdes previamente estabelecidas foi edeylela taxa de erro aparente, que
foi dada pela relacdo entre o niumero de classdesagrradas e 0 namero total de
classificacbes (CRUZ, 2006).

A verificagdo do valor e significancia da distanaam base na Distancia de
Mahalanobis (B), entre pares de populacéo foi obtida por meio{ZR2006):

D, = (8 — r)'Se (&) — 1)

em quesS; ! = inversa da matriz de covariancia comum.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Confirmagéo do CABMV

A analise molecular confirmou a infeccdo do CABMasrespécies estudadas do
germoplasma, com amplificacdo do fragmento virakemo de 700 pb Figura 2.

1. 2 e SRR ) L0 11

(il =

700 pb—> ke - S . . e o e

M, e —
Figura 2. Perfil eletroforético resultante da téaniPCR em nove espécies de
maracujazeiro. M: marcador 1kb Laddel. (1) Controle positivo de maracujazeiro
infectado com isolado puro (CABMV); (2) Maracujapeamarelo sadio; (3. edulisf.
flavicarpg (4) P. cincinnata (5) P. setacea;(6) P. alata; (7) P. gibertii; (8) P.
malacophylla;(9) P. galbana;(10) P. bahiensi® (11)P. maliformis.

3.2 Avaliacdo da severidade de virose em espécies dsifRaa

A severidade de virose do endurecimento dos frecaosada pelo CABMV foi
avaliada por analise de cluster derivada do indiicdoenca e pela area abaixo da curva
de progresso da doenca (AACPD). A presenca deevimsonstatada logo na primeira
avaliacdo, quando 81,3% dos acessos ja tinhamsasttipicos de CABMV.

O acesso BRS Sol do Cerrado (indice de doenca,88&Y8bteve o maior valor
de AACPD (31), apresentando os sintomas mais sew#sodoenca (Figura 3). Em
contrapartida, o acesso BGP1R0 (alacophyll seguido pelo BGP41P( bahiensis
foi considerado resistente e tolerante a virosspegivamente. A espécil.
malacophyllando possuia sintomas caracteristicos da infecd@aoGABMYV e obteve
nota 1 em todas as avaliacbes. Segundo Viana (2@8u)tados obtidos para AACPD e

severidade sao correspondentes.
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A analise de agrupamento, com base no indice deef;@aubdividiu os 64
acessos em quatro grupos de dissimilaridade ganétim coeficiente de correlacdo
cofenética de 0,85, indicando precisdo na tomadainft@macdo com base no
dendrograma (Figura 4).

O grupo | corresponde essencialmente as espéclhesstsds comoP.
malacophylla(BGP170),P. galbana(BGP109),P. bahiensigBGP417),P. cincinnata
(BGP348), P. setacea(BGP237, BGP238 e BGP242R. gibertii (BGP008), P.
maliformis (BGP379) e um acesso &e edulisf. flavicarpa (BGP188). Neste grupo
indice de doenca variou de 0% a 25,8%, com destpguee 0 BGP170 considerado
resistente e os demais tolerantes.

O grupo Il apresentou severidade variando de 2% 13%% sendo classificado
como medianamente resistente. Este grupo foi formpadmove acessos & edulisf.
flavicarpa (BGP444, BGP277, BGP334, BGP311l, BGP351, BGP12GP2R5,
BGP184 e BGP061), cinco & cincinnata(BGP077, BGP308, BGP300Pa, BGP268 e
BGP292), um acesd. setacedBGP245) e um acesso Healata(BGP432).

O grupo Il corresponde a essencialmente 23 aceabksBs edulisf. flavicarpa
(BGP205, BGP182, BGP176, BGP223, BGP345, BRS Giga@mharelo, BGP221,
BGP129, BGP210, BGP164, BGP181, BGP185, BGP038, 0B&P BRS Ouro
Vermelho, BGP037, BGP354, BGP031, BGP064, BGP2RS BRubi do Cerrado,
BGP224, BGP177 e BGP165). Este grupo foi classiicaomo suscetivel por
apresentar indice de doencas variando de 40,7% %50

O quarto grupo foi formado pelas espédiesedulisf. flavicarpa (BRS Sol do
Cerrado, BGP324, BGP340, BGP330, BGP228, BGP03BR3®8, BGP051, BGP0O05,
BGP020, BGP341, BGP336, BGP183 e BGP179)Pe cincinnata (BGP200)
consideradas altamente suscetiveis a virose, caoeidd doenca variando de 53,3% a
73,3%.
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Figura 4. A)Dendrograma dissimilaridade genética dos acessosadgcujazeiro, com

base na avaliacdo de virose utilizando-se a distaltecGower e obtida pelo método de

agrupamento UPGMA. B) Histograma da distribuicdo atmessos tolerante; C)

Histograma da distribuicdo de acessos mediananreststente; D) Histograma da

distribuicdo de acessos suscetivel e E) Histogidandistribuicdo de acessos altamente

suscetivel.
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Algumas plantas dos acessosRieedulisf. flavicarpa apresentaram sintomas
com diferentes intensidades sendo, na sua masusaetiveis a virose. Este resultado
corrobora com aqueles apresentados por Ledo €0416) e Pinto et al. (2008), que
também classificaram genotipos @ edulis f. flavicarpa como moderadamente
resistentes e susceptiveis ao CABMV. Cerqueira-Sitval. (2008), Cavichioli et al.
(2011) e Oliveira et al. (2013) verificaram grandgiabilidade dentro da espédre
edulis e que todos o0s genotipos avaliados apresentaram certo nivel de
suscetibilidade ao CABMV. Os diferentes resultadb8dos nos acessos &e edulis
podem ser atribuidos a variabilidade genética danthessa populacdo. Essa
variabilidade pode estar também associada pelo &#o polinizacdo cruzada
condicionada pela autoincompatibilidade do maraaija (SUASSUNA et al., 2003).
Além disso, a viruléncia do patdgeno e a express@osintomas da doenca também
podem sofrer interferéncias de agentes abioticd/BVAES; REZENDE, 1999). A
suscetibilidade ao virus do endurecimento dos frtgogém foi verificada por Abreu
(2006) em cultivares de maracujazeiro azedo BRS&r@gAmarelo e BRS Rubi do
Cerrado.

Os acessos dP. edulisf. flavicarpa podem ser utilizados em cruzamentos
visando desenvolver uma populacdo base para o\aggemento de variedades com
tolerancia a virose. Quanto aos acessos silvestséss poderiam ser utilizados para a
introgressdo dos genes de resisténcia no maracojaaemarelo por hibridacéo
interespecifica. Estudos realizados por Amoriml.ef2911), Conceicéo et al. (2011),
Santos et al. (2014) e Santos et al. (2015), rala@mo promissores 0 uso de espécies
silvestres para introgressao de genes de resigténticruzamentos interespecificos de
Passiflora Entretanto, para se obter éxito em cruzamentosrespecificos em
programas de melhoramento Rlassiflorg torna-se necessaria a compreenséao das bases
citolégicas e genéticas das espécies utilizadaacipalmente no que se refere a

compatibilidade, fertilidade e resisténcia as ppais doencas do maracujazeiro.

3.3 Caracterizacao por descritores morfolégicos de gigmas de Passiflora

As correlacdes entre a matriz de dissimilaridadditqtisa e matriz geral (r =
0,97), seguida da matriz qualitativa e matriz sofna= 0,94) foram altamente
significativas pelos testes t e pelo teste Z de tharOs valores de correlagoes
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mostraram-se altos e significativos, pois poderarestacionados com o maior numero
de caracteristicas qualitativas utilizadas (TaBgla

Esses resultados corroboram as pesquisas deselasopor Moura et al. (2010)
e Ledo et al. (2009), cuja andlise conjunta dooslapresentou valores de correlacbes
elevados com as matrizes individuais para as v@g&uantitativas e qualitativas. Jesus
et al. (2013) e Quintal et al. (2012) caracterizaggnotipos de mamao através de
descritores morfologicos obtiveram, na analise watiaj dos dados alta correlacdo para
com as matrizes provenientes dos descritores gat@as e qualitativos. Os mesmos
autores ainda afirmam que as andlises de todogpas de descritores combinados,
podem representar melhor a variabilidade genéticenamao. Segundo Rocha et al.
(2010), os dados individuais obtidos pelos desestoqualitativos e quantitativos,
podem dificultar a analise e a interpretacdo dmsultados de caracterizacdo do
germoplasma. Estes mesmos autores defendem a @mgiartda analise conjunta de
dados, pois permite melhor compreensdo das cadsdities genéticas dos acessos
estudados.

Tabela 3. Correlagbes entre as matrizes de distagenética, em acessos de

maracujazeiro, obtidas com base nos descritore®oldgicos.

Qualitativa Quantitativa Matriz Soma
Quantitativa 0,03 - -
Matriz Soma 0,94 0,27 -
Matriz Geral 0,97 0,03" 0,94

** Significancia a 1% de probabilidade de erro, gpaéste de Mantel com 1000

permutacoes.

Ao avaliar as demais correlacdes entre as matdeedissimilaridade genética,
verifica-se a inexisténcia de correlacdo para fesehtes tipos de caracteres estudados
devido aos baixos valores. Gomes (2007) ao avaliaorrelacdo entre medidas de
dissimilaridade utilizadas na determinacdo da diecia genética de mandioca para
caracteres multicategéricos e quantitativos, canfarinexisténcia de correlagdo entre
as duas medidas de dissimilaridade devido ao vaibaw de correlacao (0,09).

Os descritores quantitativos, analisados indiviethesite, ndo foram eficientes na
discriminacdo dos acessos, nao classificando eomsite as espécies estudadas. A

incoeréncia dos grupos formados implica diferendiadividuos do banco de
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germoplasma e combinacdes parentais geneticamestdmteis, visando a utilizacdo de
distintos conjuntos génicos para reconhecer a &mpli da base genética em
cruzamentos para obtencéo de hibridos (QUINTAL.eR@12). Segundo Martinello et
al. (2002), a nao classificacédo correta das esppoide estar relacionada com o fato de,
caracteres guantitativos sdo controlados por urjuotinde genes, sendo extremamente
afetadas pelo ambiente. A analise conjunta de ¢adesnatureza qualitativa e
quantitativa, permite inferir com mais precisdo campreensdo das caracteristicas

consideradas e a associacdo genética entre ossesssdados.

3.4 Caracterizacao por descritores qualitativos de gepds de Passiflora

De acordo com os caracteres fenotipicos qualitatax@liados, pelo método de
otimizacao de Tocher, observa-se a distribuicadoodoscessos em seis grupos distintos
(Tabela 4). Na formacao dos grupos, 48 acessdx @€ulisf. flavicarpa (75,7%) no
grupo |; seis acessos &ecincinnata(9,3%) e um dé. bahiensig1,5%) no grupo II;
guatro acessos d& setaced6,0%) no grupo lll; um aces$d malacophylla(1,5%) e
um acess®. galbana(1,5%) no grupo IV; um aces$b alata(1,5%) e um acesd®.
maliformis (1,5%) no grupo V e o grupo VI formado por apenas acesso d@.
gibertii (1,5%), indicando que este seja o mais divergent®tdl de grupos analisados.
Segundo Cruz e Carneiro (2006) no método Tocherindimiduo ainda ndo agrupado
s6 é incluido em determinado grupo se sua distané@ia em relacdo a esse grupo nao
ultrapassar determinado valor preestabelecido. Eral,gadota-se o critério de que a
média das medidas de dissimilaridade, dentro de gag#o, deve ser menor que as
distancias médias entre quaisquer grupos (CRUL,2(94). Isso explica a separagao
em grupo distinto e grande divergénciaRd@ibertii.
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Tabela 4. Agrupamento de acordo com o método dmizatcdo de Tocher,

considerando-se 40 variaveis qualitativas avaliada$4 acessos dRassiflora

Grupos

AcCessos

BGP210 BGP351
BRSOV BRSRubi
BGP184 BGP176
BGP324 BGP228
BGP224 BGPO005
BGP311 BGP182

BGP165 BGP341
BGP330 BGP221
BGP222 BGP032
BGP277 BRSSC
BGP345 BGP129
BGP328 BGPO0O51

BRSGA BGP223 BGP354
BGP038 BGP031 BGP183
BGP340 BGP164 BGPO037
BGP177 BGP336 BGP225
BGP064 BGP061 BGPO020
BGP205 BGP123 BGP181

BGP185 BGP334 BGP200 BGP188 BGP051 BGP444
BGP417 BGP348 BGP292 BGP077 BGP300PA BGP268 BBP3
BGP237 BGP245 BGP238 BGP242

BGP432 BGP379
BGP109 BGP170
BGP008

A andlise intergrupos (Tabela 5) revelou que o®real mais elevados de

divergéncia (0,605) ocorreram entre os grupos fdosgelos acessos &e edulisf.

flavicarpa (grupo 1) e acessos silvestrBs galbanae P. malacophylla(grupo V) e

maior similaridade genética (0,375) entre as espé&ilvestre®. gibertii (grupo VI) e

P. galbanae P. malacophyllagrupo V). Com relacdo a distancia intragruporupg |

apresentou a menor distancia (0,150) e a maioardist (0,279) intragrupo foi

observada no grupo Il (composto por acessos decedp. setacep Possivelmente, o

grupo | identificou pares de acessos mais similg@sndo comparado aos demais

acessos de diferentes grupos.
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Tabela 5. Distancias médias intra e intergruposnasias pelo método de Otimizacgao
de Tocher com base na dissimilaridade entre os€égsas de maracujazeiro mediante a
utilizacdo de 40 caracteristicas qualitativas.

Grupos I Il [ v \% VI

I 0,150 0,474 0,472 0,571 0,605 0,546
Il 0,236 0,537 0,538 0,450 0,468
1] 0,279 0,494 0,556 0,494

v 0,175 0,400 0,500
Vv - 0,375
Vi -

Para o estudo da diversidade genética por meioadodm UPGMA, considerou-
se o corte proximo a 0,40 de distancia, com baseé&todo de Mojena (1977), obtendo-
se a formacéo de seis grupos (Figura 5 e 6). Ordgraina apresentou valor cofenético
alto (0,95). Tal fato demonstra que os agrupameiotosados pelos acessos avaliados
podem ser considerados seguros, ja que indicaauste a matriz de dissimilaridade e
a representacdo gréfica. Nota-se que varios paresemtaram a mesma estimativa de
dissimilaridade, principalmente entre acessos demmaeespéci®. edulisf. flavicarpa
Provavelmente, este fato se deve a baixa eficiédogm descritores utilizados em
distinguir individuos da mesma espécie (Figura 5).

Na matriz qualitativa, a dissimilaridade variou @@ para os acessos, menos
dissimilares, BGP351 e BGP210; BGP038 e BGP221; BRB do Cerrado e BRS
Ouro Vermelho P. edulisf. flavicarpa) e 0,531 para os pares de acessos,mais
dissimilares, BGP222P( edulisf. flavicarpd e BGP109 R. galbangd; BGP020 P.
edulisf. flavicarpa) e BGP109R. galbana.

41



BGP341
BRSGA

BGP165
BGP330
BRSOV
BRSRubi
BGP184
BGP210
BGP351
BGP223
BGP221
BGP038
BGP183
BGP031
BGP354
BGP222
BGP037
BGP164
BGP324
BGP032
BGP228
BGP277
BRSSC

BGP129 Grupo |
BGP176
BGP345
BGP177
BGP224
BGP225
BGP005
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BGP064
BGP336
BGP 340
BGP061
BGP020
BGP188
BGP334
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BGP181
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BGP200 |
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Figura 5. Dendrograma de dissimilaridade genéticd4l@cessos de maracujazeiro,
estabelecido pelo método do UPGMA, obtido a paei#@d descritores qualitativos.
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Grupo |

Grupo V

Grupo Il

Grupo Il

Grupo VI

Grupo IV

Figura 6. Padréo morfologico das espécieBaksifloraspp. de acordo com o agrupamento UPGMA (Figur&etps: Farias, D. da H.
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O grupo | reuniu 48 acessos Eeedulisf. flavicarpa A presenca de nectarios
na bractea, folha fendida e trilobada, formato camljaao, auséncia de coloracdo dos
filamentos do opérculo, auséncia de bandeamentdilan®ntos mais logos da corona
e coloracdo branca predominante no perianto samsldescritores qualitativos que
caracterizam este grupo.

O grupo Il foi constituido poP. gibertii (BGP008). Este grupo por ser 0 mais
divergente e isolado se caracterizou pela posigigimal dos nectérios e filamentos da
corona lisos.

O grupo Il reuniu a espéci®. setacea(BGP242, BGP238, BGP245 e
BGP237). Flores brancas, androginéforo alongadtesannoturna, filamentos mais
longos da corona lisos e a forma do hipanto campdaulsdo algumas das
caracteristicas que este grupo compartilha.

O grupo IV foi composto por seis acessos Rle cincinnata (BGP308,
BGP300PA, BGP268, BGP077, BGP292 e BGP348) e umsacdeP. bahiense
(BGP417). Este grupo se caracterizou basicamentgqgesuir flores com coloragéo
roxa, corona com coloracdo azul-arroxeada, andbémio curto, presenca de
bandeamento nos filamentos mais longos da corooacos nectarios e posicao
adjacente a insercao da folha no ramo.

O grupo V foi formado pelas espécies maliformise P. alata (BGP379 e
BGP432, respectivamente). Este grupo se caractegp@opossuir flores com coloracao
arroxeada nos anéis da corona, a auséncia de filasnao opérculo do nectario e o
ovario amplo (comprido).

O grupo VI incorporou as espéciBs malacophyllae P. galbana(BGP170 e
BGP109, respectivamente). Auséncia de profundidaae sinus, divisdo simples do
limbo foliar, flores brancas e filamentos mais losigda corona sdo algumas das
caracteristicas que este grupo apresenta.

Empregando os métodos de agrupamento de TocherGMBAPfoi possivel
constatar a variabilidade genética existente exrgrespécies de maracujazeiro do Banco
de Germoplasma e verificar as semelhancas nabdigio dos grupos formados
conforme as espécies. Entretanto, com o método UP@&lpossivel a visualizagédo
mais detalhada das distancias existentes entreaz@3go em cada grupo e 0S acessos
mais similares. A semelhanca entre estas duaséécpode ser constatada pelo fato de

0S gendtipos pertencentes aos grupos |, de Toehnem tsido os mesmos dos
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agrupamentos pelo UPGMA, e o acessagibertii (BGP008) ter formado também o
grupo isolado no método hierarquico (Tabela 4 eifaigl). Segundo Gongalves et al.
(2014), o agrupamento UPGMA permite identificarssos mais similares dentro dos
grupos, quando comparado ao método de Tocher.rBettal. (2006) verificaram que

os métodos UPGMA e Tocher foram concordantes na@septacdo dos genotipos de
trigo mais divergentes. Varios trabalhos também aatiam semelhanca no
agrupamento dos acessos entre a otimizacéo de rfoameo UPGMA (CAMPOS et

al., 2010; LEAO et al., 2011; PREISIGKE et al., 3p1Kvitschal (2008) estudando a
caracterizacdo e divergéncia genética de germoplatemMandioca, concluiu que a
analise conjunta dos métodos Tocher e UPGMA permita melhor orientagdo na

escolha dos acessos nos cruzamentos.

3.5 Matriz Geral dos descritores

A andlise da matriz geral (qualitativos e quantite) agrupou os acessos de
forma similar aos grupos obtidos com os descritopesitativos (Figura 5), tal fato
também observado pelo valor elevado da correlagieseas matrizes (Tabela 3). Foi
considerado o corte proximo a 12,8 de distancia, base no método de Mojena
(1977), obtendo-se a formacédo de seis grupos @igurisso indica que os descritores
qualitativos afetaram o perfil da distribuicdo @aessos no dendrograma, interferindo,
de forma determinante nos agrupamentos e na at@l® observadas nos genotipos
de maracujazeiro, devido a quantidade de desait@lacionados a caracterizacdo da
flor. Os acessoB. galbana(BGP109) €. edulisf. flavicarpa (BGP038) apresentaram-
se como os mais dissimilares (0,52) e os aceBsaxlulisf. flavicarpa (BGP354 e
BGP165) como os mais similares (0,01). No estudbzaedo por Faleiro et al. (2005),
0s autores também verificaram altas distanciastigaséentre acessos silvestres e 0s

comerciais de maracujazeiro.
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Figura 7. Dendrograma de dissimilaridade genétic4lecessos

Grupo |

JGrupo I

Grupo 1l

Grupo IV

Grupo V
Grupo VI

de maracujazeiro,

estabelecido pelo método do UPGMA, obtido a pa®ir48 caracteres qualitativos e

guantitativos. Os gendtipos identificados com cosutheios estdo relacionados as

informacBes da avaliacdo de virose (Figura 3). Uligc verdes S80 0S acessos

resistentes e ou tolerantes a virose (0% a 25,8%&wkridade) e circulos em vermelhos

sao 0s acessos medianamente resistentes (29,1% de38eeridade).
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De acordo com Rocha et al. (2010), a geracao ders#is informacdes de
diferentes conjuntos pode dificultar a compreerndd® resultados de caracterizacdo e
germoplasma. As analises geradas pelos descritooef®logicos demonstraram alta
semelhanca com a classificacdo botanica atualnsagita para o génerdassiflora
(MACDOUGAL; FEUILLET, 2004). Assim, a analise conja de dados pode melhorar
a geracao das informacdes e indicar a variabili@ags#ente nas colecoes.

Com base na matriz geral das caracteristicas ndgitals, também foi possivel
verificar ampla dissimilaridade entre as espécies Rahssiflora estudadas. As
dissimilaridades entre os 47 acessod?dedulisf. flavicarpa variaram entre 0,013 e
0,30, sendo que a menor foi obtida entre os ac&Se465 e BGP354 e a maior entre
0s acessos BGP444 e BGP3R4é caso especifico da espéBieedulisf. flavicarpa, foi
possivel neste trabalho verificar que, mesmo ded&ouma uUnica espécie de
maracujazeiro, encontra-se expressiva variabilidagmética. Esta significativa
variabilidade encontrada em. edulisf. flavicarpa, pode ser atribuida a polinizagédo
cruzada, devido a autoincompatibilidade da esg&ASSUNA et al., 2003). Estudos
realizados por Bellon et al. (2007), Santos ef2l11) e Costa et al. (2012), relatam a
alta variabilidade genética intraespecifica em su®esdeP. edulis,com base em

marcadores moleculares.

3.6 Analise discriminante de gendtipos de Passiflora

Nas Tabelas 6, 7 e 8 estdo apresentadas as ckEgS#$s corretas e incorretas de
cada espécie obtida mediante a analise discrimendatAnderson, considerando 40
variaveis qualitativas, oito caracteristicas quatita e a soma (qualitativa +
quantitativa). Para as variaveis qualitativas eaomtaxa de erro aparente foi de 0%
(Tabela 6 e 8) indicando que 100% dos gendétipafariassificados corretamente nas
espécies previamente definidas. Para os caractei@#itativos, observou-se que a
espécieP. setaceabteve 100% de taxa de classificacdo corretajdegleP. edulisf.
flavicarpa com 98,1% e dP. cincinnataapresentou a menor taxa de classificagéo
correta com 83,3% (Tabela 7). A maior taxa de eparente foi observada para os
dados quantitativos com 3,17%, evidenciando quemmegara este a classificacao
correta foi de 96,83%.
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Tabela 6. Classificacdo correta (diagonal em n@gsatincorreta (acima e abaixo da
diagonal) das espécies de maracujazeiro conforar&lése discriminante de Anderson

(em %), considerando 40 descritores qualitativos.

Espécies P. edulisf. flavicarpa P. cincinnata P. setacea
P. edulisf. flavicarpa 100 0 0

P. cincinnata 0 100 0

P. setacea 0 0 100

Taxa de erro aparente: 0%

Tabela 7. Classificacdo correta e incorreta dascespéle maracujazeiro conforme a

analise discriminante de Anderson (em %), considkraito descritores quantitativos.

Espécies P. edulisf. flavicarpa P. cincinnata P. setacea
P. edulisf. flavicarpa 98,1 19 0

P. cincinnata 16,7 83,3 0

P. setacea 0 0 100

Taxa de erro aparente: 3,17%

Tabela 8. Classificacdo correta e incorreta dascespéle maracujazeiro conforme a

analise discriminante de Anderson (em %), considiraodos os caracteres avaliados.

Espécies P. edulisf. flavicarpa P. cincinnata P. setacea
P. edulisf. flavicarpa 100 0 0

P. cincinnata 0 100 0

P. setacea 0 0 100

Taxa de erro aparente: 0%

Com base nas analises discriminantes de Anderserifica-se que as
caracteristicas morfolégicas qualitativas e a cdajuftodos os caracteres) foram
eficientes na classificagdo dos genotipos. Poroolddo, as oito caracteristicas
quantitativas ndo proporcionaram uma classificag@mpletamente correta entre os
genotipos avaliados. Sendo assim, se faz necessam&lusdo de mais variaveis
quantitativas, a fim de reduzir o numero de classibes incorretas dos individuos.
Segundo Sudré et al. (2006), a funcdo discrimindat@&nderson apresenta um grande
potencial para verificar a consisténcia do agrupdmealém de ser adequada na

caracterizacdo e manejo de bancos de germoplagwalamdo-se uma ferramenta
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adicional para avaliar a correta classificacdo doitta por meétodos de analise
multivariada utilizados. Costa et al. (2009) afimaque a caracterizagao
morfoagronémica foram essenciais na avaliacdo dersidade genética da colegcéo
deCapsicum Este resultado corrobora com Carvalho (2014), gssegura que
descritores morfolégicos se mostraram importante®mplementares na geracdo de
informacdes como na classificacdo de espécies.aRort 0 uso das variaveis
qualitativas, permitem a caracterizacao eficieetgefmoplasma deassifloraspp.

De maneira geral, apesar da diversidade enconératt@ 0S acessos interessam
aos melhoristas apenas 0s acessos superiores, l@pdoreas caracteristicas mais
importantes, e que apresentem divergéncia paramzati a heterose ou criar suficiente
variabilidade nos ciclos de sele¢Bes. Os progradesnelhoramento genético de
maracujazeiro buscam uma cultivar cujo desempemmpreenda, além de outras
caracteristicas, alta produtividade e resisténeiaode do endurecimento dos frutos. Os
acessos considerados resistentes e medianameistentes ao CABMV, localizados
em diferentes grupos na caracterizacdo morfolofittggura 6), podem ser utilizados
através de hibridacéo interespecifica e intraeBpaciisando obtencdo de progénies
com mais tolerancia ou resisténcia a virose. Eanitef para obter hibridos férteis torna-
se necessario o conhecimento prévio da filogertiamologia cromossdmica entre as
espécies utilizadas nos cruzamentos para que egzocle hibridagcéo seja eficiente.

As espécies consideradas resistentes ao CABMV,edulis f. flavicarpa
(BGP188) e os acessos silvesties cincinnata (BGP348), P. setacea(BGP237,
BGP238 e BGP242)P. galbana (BGP109) podem ser empregadas em futuras
hibridacdes interespecificas (JESUS et al., 20ZEVEDO et al., 2011; SANTOS, et.
al., 2015; JUNQUEIRA et al., 2008) aléem das espeBiebahiensis(BGP417),P.
maliformis (BGP379) eP. malacophylla(BGP170), com grande potencial sobre essa
viabilidade, uma vez que todas as espécies cifaeldsncem ao subgéndpassiflorg
com cariétipos 8=18 cromossomodgPor outro lado, os cruzamentos intraespecificos do
acesso resistente (BGP188) entre os acessos mueiatea resistentes (BGP184,
BGP351, BGP225, BGP277, BGP334, BGP311, BGP123,0BGR: BGP444) da
espécieP. edulisf. flavicarpa, pode permitir a obtencao de popula¢cdes em progdema
retrocruzamento ou desenvolvimento de uma populbgée para selecéo recorrente.
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4. CONCLUSOES

Os resultados com base na severidade para o CABMYiifgm a identificacéo
de gendtipos com resisténcia/tolerancia genéticadestaque para os acessos BGP188
(P. edulisf. flavicarpa) e BGP 170R. malacophylix

Os agrupamentos de Tocher e UPGMA indicam a existéte variabilidade
genética entre as espécies avaliadas, apresergeuquus com acessos similares e mais
dissimilares com potencial a serem utilizados emgiamas de melhoramento genético.

Os descritores, através da andlise conjunta de dadesibilitam um melhor
ordenamento das espécies com deteccdo de varalgiligenética intraespecifica em
genotipos deP. edulisf. flavicarpa e nas demais espécies silvestres do Banco de

Germoplasma
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CAPITULO I

AVALIACAO FiSICA E QUIMICA DE FRUTOS NA ESTIMATIVA DA
DIVERSIDADE GENETICA ENTRE ACESSOS DE Passifloraspp.

RESUMO

O géneroPassiflora se caracteriza por apresentar ampla diversidadétiga e sua
caracterizacdo é de grande importancia para o conbeto da variabilidade existente
em banco de germoplasma, visando exploracédo esem@tao de recursos genéticos
em programas de melhoramento. Diante da necesstttadeecionar trabalhos para a
identificacdo e selecédo de gendtipos superioreaiar a base genética da cultura do
maracujazeiro, 0 objetivo deste trabalho foi estimdiversidade genética de genotipos
de maracujazeiro e comparar diferentes estrat@gaanalises baseadas em técnicas
multivariadas com base em caracteristicas fisigpgraicas de frutos. Foram avaliados
63 acessos do Banco Ativo de GermoplasmBassiflora,pertencentes a oito espécies,
sendo 48 acessos Beedulisf. flavicarpa, seis acessos e cincinnata quatro acessos
deP. setaceaum acesso das respectivas espdeiedata, P. gibertii, P. mallacophyla,
P. bahiensi® P. maliformis As varidveis analisadas foram massa total do,fraassa
da polpa, massa da casca, comprimento longitudosfrutos, diametro equatorial dos
frutos, espessura da casca, rendimento de suddpsdoliveis, acidez titulavel,
namero de frutos acumulados por acesso e a coto@gdolpa sem sementes. Para
guantificar a divergéncia entre os acessos foi eggula a distancia genética, com base
no algoritmo de Gower, os métodos de agrupamenRGMA) e o de otimizacao
Tocher, a analise multivariada de componentes ipaig; estimativas dos coeficientes
de repetibilidade @ analise discriminante proposta por Anderson (L958 técnicas
multivariadas para estudo de diversidade gené&o@odstraram ter grande potencial de
uso na caracterizacdo de germoplasmBassifloraO agrupamento UPGMA indicou a
existéncia de variabilidade genética entre os aseasaliados, apresentando grupos
com acessos mais dissimilares com potencial a setdmados em futuras etapas de
selecdo e cruzamentos de gendtipos. Pela andliseom@onentes principais, as
variaveis massa de casca, massa do fruto, diametomprimento de fruto contribuiram
para a maxima variabilidade observada nos acessofadsiflora Para essas
caracteristicas cinco medi¢fes (frutos) sdo suliege para predizer o valor real dos
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individuos com 90% de acuracia. Os caracteres maTmdd de suco e acidez titulavel
apresentam baixa repetibilidade, indicando cautal&elecdo de gendtipos com base

nessas caracteristicas.

Palavra chave:Passifloraspp, melhoramento genético, germoplasma.

60



CHAPTER II

PHYSICAL ASSESSMENT AND FRUIT OF CHEMISTRY IN ESTIM ATE
GENETIC DIVERSITY AMONG ACCESS Passifloraspp.

ABSTRACT

The genusPassiflorais characterized by presenting a wide genetic dityer The
characterization of this diversity is very importdot understanding the variability of
existing genotypes on germplasm bank because dwsllthe exploitation and
conservation of genetic resources in breeding pragr Faced with the need to direct
jobs to the identification and selection of supegenotypes and expand the genetic
basis of passion fruit crop, this study aimed tineste the genetic diversity of passion
fruit genotypes and compare different strategiesawdlysis based on multivariate
techniques based on features physical and cheiffnical 63 genotypes of the Active
Germplasm Bank of Passiflora were evaluated, bélgntp eight species, and 48
genotypes oP. edulisf. flavicarpasix genotypes oP. cincinnata four genotypes d®.
setaceaa genotype of the respective spedtesalatg P. gibertii, P. mallacophylaP.
maliformis and P. bahiensis The total mass variables analyzed were the fpuitp
mass, shell mass, longitudinal length of the freguatorial diameter of the fruit, rind
thickness, juice yield, total soluble solids, tosaidity, number of fruits retained by
access and the color of flesh seedless. To quath&ydifference between genotypes
was used genetic distance based on gower algoritrerglustering methods (UPGMA)
and the Tocher optimization, multivariate principamponent analysis, estimates of the
repeatability coefficient and discriminant analygsoposal by Anderson (1958).
Multivariate techniques for genetic diversity stutiwe demonstrated great potential for
use in characterizing germplasm Passiflora.O UPGMdicated the existence of
genetic variability among accessions, with groupmofe dissimilar hits with potential
to be used in future steps selection and genotgpessings. By principal component
analysis, the variables mass bark, fruit weightit fdiameter and length contributed to
the maximum variability observed in Passiflora hior these five characteristics

measurements (fruits) are sufficient to predictabial value of individuals with 90%
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accuracy. The characters juice yield and acidityehbow repeatability, indicating

caution in the selection of genotypes based oretblearacteristics.

Keyword: Passifloraspp, genetical enhancement, germplasm.
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1. INTRODUCAO

O Brasil vem se destacando como maior produtor nalirti maracujazeiro
amarelo Passiflora edulid. flavicarpaDeg) com 823.284 toneladas, em uma area total
cultivada de 56.825 hectares. A Regiao Nordestditerado a produgao brasileira com
70,9% seguida pelas Regides Sudeste, Sul e Nogtara=Oeste. O estado da Bahia
destaca-se como o maior produtor (381.192 toneladaguido pelos estados Ceara,
Espirito Santo e Minas Gerais (IBGE, 2014).

O potencial produtivo do maracujazeiro € afetaglagptécnicas inadequadas de
manejo, limitacdes tecnoldgicas de producao, rendagiio equivocada de variedades
de maracuja para diferentes solos e condi¢Oestatmsano pais e, sobretudo ao ataque
de pragas e doencas que afetam as caracterigiaemmadas aos frutos (CAMPOS et
al., 2013 e OLIVEIRA et al., 2014).

A larga variabilidade genética encontrada no géRassiflorg disponiveis em
bancos de germoplasma, é essencial para subsidigrapmas de melhoramento do
maracujazeiro, em busca de variedades superiores boas caracteristicas
agrondmicas, resistentes a doencas e que atendanmeéipais demandas de cultivo
(PAIVA et al., 2014). No entanto, para a explorag@&ssa variabilidade genética no
género Passiflorg deve-se inicialmente caracterizar morfoagronomerae o0s
genotipos, a fim de identificar individuos promiesoque possam ser utilizados em
futuras etapas de melhoramento (MORALES et al.,12@AIVA et al., 2014;
FREITAS et al., 2011).

A caracterizacao fisica e quimica de frutos e darithinacdo de variaveis mais
relevantes sdo de grande importancia para o mefiemia genético, pois, identifica
gendtipos com parametros de interesse. Dentrerastedsticas dos frutos destacam-se
0s aspectos fisicos como massa do fruto, cor deacagamanho, enquanto para o
aspecto quimico, as caracteristicas estéo relatasnao sabor como acidez e solidos
soltveis (OCAMPO et al., 2013; MANIWARA et al., 201

O uso de técnicas multivariadas permitem infae@nsobre a variabilidade
genética e a selecdo eficiente de um conjunto dectegles que ajudam a aumentar a
eficacia dos programas de melhoramento. Entrecasgctés mais utilizadas destacam-se
0s métodos aglomerativos, a analise por compongritegpais, a analise discriminante
de Anderson e a analise de repetibilidade (CRUZRREIRO, 2006).
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O método aglomerativo, de forma geral, obedeceriggrio de similaridade ou
dissimilaridade entre os individuos, estabelecegrdipos em que a homogeneidade é
maior que aquela que existe entre os grupos. Naarshento genético, os métodos
propostos para analise de agrupamento mais utkizado os hierarquicos e os de
otimizacdo de Tocher (CRUZ et al., 2004). A anatlsecomponentes principais, cujo
objetivo é identificar variaveis responsaveis pakior divergéncia observada, permite
a selecdo de caracteres que influenciam na difei@ dos gendtipos avaliados
(CRUZ; CARNEIRO, 2006).

A analise discriminante de Anderson tem por firedigl discriminar um ou mais
individuos em populagfes ja conhecidas e veriicabnsisténcia de um determinado
agrupamento, conforme descrito por Cruz e Carr{gd63). Este método é importante
no processo de melhoramento, pois, permite claasifiovos materiais genéticos em
populacdes ja conhecidas.

A andlise de repetibilidade, mensurada atravésoéficiente de repetibilidade
da variavel desejada, tem como objetivo principalliar a capacidade de estabilidade
da caracteristica de um individuo. E important®@mhecimento desse coeficiente, pois
reduz o tempo, a mao de obra e o custo das avaliagberrentes que, frequentemente,
requer varios experimentos e diversas avaliagOesdiéenentes variaveis (CRUZ;
REGAZZI, 2001; NEVES et al., 2010). Segundo Margliscet al. (2007), altos valores
do coeficiente de repetibilidade, permite prevealmr correto dos individuos com base
em determinado namero de medicdes.

Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi emtiendiversidade genética entre
0S genotipos de maracujazeiro por meio de caratitaxs fisicas e quimicas de frutos e

indicar combinacdes para futuros trabalhos de mathento genético efassiflora

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Local de conducéo e genotipos avaliados

Foram avaliados 63 acessos do Banco Ativo de Gdasiop dePassiflora
(Tabela 2), pertencentes a oito espécies, sendaet®os dB. edulisf. flavicarpa seis
acessos dé. cincinnata quatro acessos de. setaceaum acesso d®. alata, P.

gibertii, P. mallacophyla, P. bahiensis P. maliformis O ensaio foi montado no
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Municipio de Cruz das Almas, BA (12°48'S e 39°64\220 m de altitude), de clima

tropical quente e umido. O espagamento utilizadaléo2,0 m entre linhas e de 3,0 m

entre plantas. Utilizou-se o sistema de conduca@smaldeira vertical, com um fio de

arame liso n°® 12, a 2 m de altura do sdlodos os tratos culturais foram feitos

conforme recomendacéo técnicas para a cultura. @ssdaeteoroldgicos (umidade

relativa, temperatura média, precipitacdo pluvisivg&}t durante o periodo de conducao

dos experimentos estao representados na Tabela 1.

Tabela 1. Dados meteoroldgicos da estacdo expdamda Embrapa Mandioca e
Fruticultura no ano de 2014, Cruz das Almas, BA

Més Precipitacéo total Temp_eratura Umidade relativa média
(mm) média (°C) (%)
Janeiro 32,3 25,3 79,4
Fevereiro 133,3 23,9 82,5
Marco 76,1 25,2 84,2
Abril 76,2 25,2 83,1
Maio 174,1 23,4 87,0
Junho 81,2 22,5 89,0
Julho 219,7 21,9 89,5
Agosto 81,5 21,3 87,5
Setembro 88,6 22,1 85,7
Outubro 29,8 22,7 80,2
Novembro 38,5 24,2 81,6
Dezembro 58,1 24,9 80,5

Fonte: Estac@o meteoroldgica localizada na Embvigradioca e Fruticultura.
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Tabela 2. Acessos deassiflora spp. utilizados para avaliagdes fisico-quimicas de

frutos.
N° Acesso BAG Espécie Procedéncia
1 BGPOO5 P. edulisSimsf. flavicarpaDeg Jaboticabal - SP
2 BGP008 P. gibertiiN.E.Br. Jaboticabal - SP
3 BGP020 . edulisSimsf. flavicarpaDeg Jaboticabal - SP
4 BGP031 P. edulisSimsf. flavicarpaDeg  Vitdria da Conquista - BA
5 BGP032 P. edulisSimsf. flavicarpaDeg Maringa - PR
6 BGPO037 P. edulisSimsf. flavicarpaDeg Santarém - PA
7 BGP038 P. edulisSimsf. flavicarpaDeg Santarém - PA
8 BGP051 P. edulisSimsf. flavicarpaDeg Janauba - MG
9 BGP061 P. edulisSimsf. flavicarpaDeg Jaboticabal - SP
10 BGP064 P. edulisSimsf. flavicarpaDeg  Conceicéo do Jacuipe - BA
11 BGPO77 P. cincinnataMast. Andarai - BA
12 BGP089 P. edulisSimsf. flavicarpaDeg Ibicoara - BA
13 BGP123 P. edulisSimsf. flavicarpaDeg Jaboticabal - SP
14 BGP129 P. edulisSimsf. flavicarpaDeg Jaboticabal - SP
15 BGP164 P. edulisSimsf. flavicarpaDeg Alagoinhas - BA
16 BGP165 P. edulisSimsf. flavicarpaDeg Alagoinhas - BA
17 BGP170 P. mallacophyldvast -
18 BGP176 P. edulisSimsf. flavicarpaDeg Cruz das Almas - BA
19 BGP177 P. edulisSimsf. flavicarpaDeg Alcobaca - BA
20 BGP179 P. edulisSimsf. flavicarpaDeg Rio do Sul - SC
21 BGP181 P. edulisSimsf. flavicarpaDeg Piracicaba - SP
22 BGP182 P. edulisSimsf. flavicarpaDeg Piracicaba - SP
23 BGP183 P. edulisSimsf. flavicarpaDeg Piracicaba - SP
24 BGP184 P. edulisSimsf. flavicarpaDeg Piracicaba - SP
25 BGP185 P. edulisSimsf. flavicarpaDeg Piracicaba - SP
26 BGP188 P. edulisSimsf. flavicarpaDeg Piracicaba - SP
27 BGP200 P. cincinnataMast. Piracicaba - SP
28 BGP205 P. edulisSimsf. flavicarpaDeg Piracicaba - SP
29 BGP210 P. edulisSimsf. flavicarpaDeg Araguari - MG
30 BGP221 P. edulisSimsf. flavicarpaDeg Salvador - BA
31 BGP222 P. edulisSimsf. flavicarpaDeg Salvador - BA
32 BGP223 P. edulisSimsf. flavicarpaDeg Salvador - BA
33 BGP224 P. edulisSimsf. flavicarpaDeg Salvador - BA
34 BGP225 P. edulisSimsf. flavicarpaDeg Salvador - BA
35 BGP228 P. edulisSimsf. flavicarpaDeg Campinas - SP
36 BGP237 P. setace®C. Lagedinho - BA
37 BGP238 P. setace®C. Lagedinho - BA
38 BGP242 P. setace®C. Ibiquera - BA
39 BGP245 P. setace®C. Lagedinho - BA
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(Continuacao Tabela 2)

40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63

BGP268
BGP277
BGP292
BGP308
BGP311
BGP324
BGP328
BGP330
BGP334
BGP336
BGP340
BGP341
BGP345
BGP351
BGP354
BGP379
BGP417
BGP432
BGP444
BGP300Pa

W U U U TUTUVTUTTUTUTUVTUTTDO

P.

BRS Gigante Amarelo P.
BRS Ouro Vermelho P.
BRS Rubi do Cerrado P.
BRS Sol do Cerrado P.

P. cincinnataMast.

. edulisSimsf.

flavicarpaDeg

P. cincinnataMast.
P. cincinnataMast.

. edulisSimsf.
. edulisSimsf.
. edulisSimsf.
. edulisSimsf.
. edulisSimsf.
. edulisSimsf.
. edulisSimsf.
. edulisSimsf.
. edulisSimsf.
. edulisSimsf.
. edulisSimsf.

flavicarpaDeg
flavicarpaDeg
flavicarpaDeg
flavicarpaDeg
flavicarpaDeg
flavicarpaDeg
flavicarpaDeg
flavicarpaDeg
flavicarpaDeg
flavicarpaDeg
flavicarpaDeg

P. maliformisL.
P. bahiensi¥lotzsch
P. alataCurtis

edulisSimsf.

flavicarpaDeg

P. cincinnataMast.

edulisSimsf.
edulisSimsf.
edulisSimsf.
edulisSimsf.

flavicarpaDeg
flavicarpaDeg
flavicarpaDeg
flavicarpaDeg

Ruy Barbosa - BA
Ruy Barbosa/Utinga - BA
Brotas de Macaubas - BA

Ibiquera - BA

Nova Vigosa - BA

Planaltina - DF
Planaltina - DF

Cruz das Almas - BA
St° Antbnio de Jesus - BA

Itamaraju - BA

Rio Real - BA
[tamaraju - BA
Rio Real - BA
Rio Real - BA
Itilba - BA

Curralinho - BA

Pa: semente de polinizagcdo aberta(meios irméos)

2.2 Caracterizacao fisicas e quimicas de frutos@esiflora

Os frutos, obtidos de polinizagédo natural, forarthidos durante o periodo de

outubro de 2013 a margco de 2014. Para cada acksam avaliados seis frutos

coletados aleatoriamente em dez plantas.

polpa, massa da casca, diametro longitudinal eteqalados frutos, espessura da casca,

rendimento de suco, sélidos sollveis, acidez tialldumero de frutos acumulados por

acesso e a coloracao da polpa.
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« Massa total do fruto - MF

Os frutos coletados foram pesados individualmemi® @uxilio de balanca
semianalitica e leitura expressa em gramas (g)assmmédia foi obtida pela soma

da massa dos frutos e dividida pelo numero tot&ludes de cada parcela.

« Comprimento longitudinal dos frutos - CF
O comprimento médio do fruto foi obtido pela medictbtal dos frutos,
aferindo-se o eixo longitudinal de cada um comm des digital e a leitura expressa

em centimetros (cm).

e Diametro equatorial dos frutos - DF
O diametro médio foi alcancado pela medicdo dowmdgrma regido equatorial

desses com o uso de paquimetro digital e a lestxpeessa em centimetros (cm).

» Espessura da casca dos frutos — EC
Aferiu-se a espessura da casca pela medicdo naopmrediana dos frutos, com

o auxilio de paquimetro digital e leitura expresgamilimetros (mm).

* Massa da casca dos frutos - MC

A massa da casca de cada fruto foi obtida em baldigjtal semianalitica e
leitura expressa em gramas (g). Obteve-se a masdia iaha divisdo da massa total
da casca dos frutos, dividida pelo nimero totasees

e Massa da polpa dos frutos - MP

Foi obtida com base na massa da polpa sem sem@rnpescesso de extracao da
polpa foi realizado com auxilio de um mixer. Na lAando mixer foi colocada uma
borracha de soro para evitar a quebra das sentogdsutos. Em seguida, a massa
da polpa de cada fruto foi obtida com auxilio dubga digital e leitura expressa
em gramas (g). Obteve-se a massa média da divisamasglsa total da polpa dos

frutos, dividida pelo nimero total desses.

68



* Rendimento de suco - RE
O rendimento de polpa (sem sementes) foi realizsta o valor da parcela de
acordo com a seguinte férmula:

Rendimento (%) = Massa da polpa/massa total do #it00

» Teor de solidos soluveis — SS
Obtido por meio da leitura de gotas de suco ematd@fretro digital portatil

RTA-50, (Instrutherm, Instrumentos de Medicao, Ltd@o aulo, SP) e resultados

expressos em °Brix.

» Acidez titulavel — AT

Cinco mililitros do suco foram transferidos paraeemeyers de 250 mL,
completando-se o volume para 100 mL com agua ddatilForam adicionadas a essa
solucdo uma gota de indicador fenolftaleina 1%, gutendo-se as titulacdes, sob
agitacdo, com solugdo de NaOH 0,1 N, previamentkop&zada com biftalato de
potassio. Os resultados foram expressos em granésdiecitrico por 100 g de suco.

* Numero de frutos acumulado por planta — NF
O numero de frutos foi determinado dividindo-seuardgidade de frutos pelo

namero de plantas, para cada acesso.

* Coloracao da polpa

A coloracao da polpa foi avaliada mediante leitlirata no suco, sem sementes. As
leituras foram realizadas empregando-se um colamnidinolta CR-300. No padrao
C.LE. L* a* b*, a coordenada L* expressa o graduteinosidade da cor medida (L* =
100 = branco; L* = 0 = preto). A coordenada a* egsa 0 grau de variacado entre o
vermelho e o verde (-a* = mais verde; +a* = maismatho) e a coordenada b*
expressa o grau de variacdo entre o azul e o am@l#l = mais azul; +b* = mais

amarelo) conforme Minolta (1994).
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2.3 Analises estatisticas
2. 3.1 Analises multivariadas dos acessos

Para quantificar a divergéncia entre os acess@srfpregada dissimilaridade
com base no algoritmo de Gower (1971). Com as masdike dissimilaridade foi
realizada a analise de agrupamento pelo métodarigco Unweighted Pair-Group
Method Using an Arithmetic AveraggPGMA). Para testar a eficiéncia do método de
agrupamento hierarquico, estimou-se o coeficientecateelacdo cofenética (CCC)
segundo metodologia descrita por Sokal e Rolf (1962) ponto de corte do
dendrograma formado pelo método de UPGMA foi ddéintonforme o proposto por
Mojena (1977). Aléem do meétodo hierarquico UPGMA ftdilizando o método de
otimizacao de Tocher (CRUZ et al., 2004).

Em acréscimo aos demais métodos multivariadosabsa de componentes
principais foi empregada para detalhar mais as nmgbes de diversidade entre os
acessos. Segundo Cruz et al. (2004), este métodmarseteriza por apresentar a
importancia das funcdes de forma decrescente, sgmel@ funcao inicial expressa o
maximo da variancia entre os grupos de acessosftwsn Ainda assim, a importancia
relativa dos caracteres fisicos e quimicos foi iadal para discriminar 0s acessos
segundo o critério de peso das variaveis nos atm@sgee autovalores estimados a partir
da matriz de correlacdo dos dados padronizados.séguida, a divergéncia foi
visualizada também através da projecdo das disgnem grafico no espaco
tridimensional.

A Analise Discriminante de Anderson (1958) foi ieatla com os acessos que
apresentaram repeticdes de espécies, sendo: 4dackeR. edulisf. flavicarpa seis

acessos dB. cincinnatae quatro acessos &e setacea

2.3.2 Correlagdes fenotipicas entre os caracteres avalsd

Foram estimados os coeficientes de correlacéo deséte entre os caracteres,
cuja significancia de seus coeficientes foram adalé pelo teste t de Student, a 1% e
5% de probabilidade.
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2.3.3 Andlise de repetibilidade

Para alcancar o coeficiente de repetibilidade,nfiotdilizados quatro métodos
(Tabela 3) descritos a seguir: 1) andlise de vaeidafANOVA) para cada carater
descrito e estimado os componentes de variancizciades aos efeitos genético e
residual; 2) e 3) componentes principais, com laséo na matriz de correlacbes
(CPCOR), como na matriz de covariancias (CPCOVjeenada par de medicdes,
avaliadas nos diferentes acessos, segundo o mé¢odbeywardena (1972); 4) analise
estrutural, com base na matriz de correlagbes entaEessos em cada par de avaliagéo,

conforme metodologia proposta por Mansour et aB1)19

Tabela 3. Processos de estimacéo do coeficientepadbilidade (r) e seus respectivos
estimadores.

Métodos de estimacao Estimador®
Analise de variancia na qual o efeito temporarieemovido do erro 65
(ANOVA) &2
Componentes principais obtidos da matriz de vaiddne covariancias 1, — 67
fenotipicas (CPCOV) 6y(n—1)
Componentes principais obtidos da matriz de caé@gCPCOR) j;;i

Andlise estrutural com base no autovalor tedérico mdatriz de (a’R‘a—1)
correlacdo (R) ou correlagcdo média (AECOR) n—1

@ 6; =5* +6§ ; 65 variancia fenotipicag’: variancia ambientalﬁz: variancia genotipicai;:
autovalor da matriz de covariandgi) ou da matriz de correlacd®), associado ao autovetor, cujos
elementos tém o mesmo sinal e magnitudes semedhantautovetor associado ao maior autovalor de
(R); n: nimero de medicées.

No método de andlise de variancia, o coeficienteegetibilidade foi estimado
por meio dos resultados da andlise de varianajmnsi® o modelo descrito por Cruz et
al, (2004):

Yij=,u+gi+a]-+el-j

Y;; = carater do-iésimo acesso, negsimo fruto de medicao;
u = média geral;
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g; = efeito aleatdrio do-Esimo acesso;
a; = efeito dajésima mediacéo (j = 1,..., 6 frutos);

e;j = erro experimental associado ao carater.

O coeficiente de repetibilidade foi estimado por:

Cov (vijvy) 65 6§

ﬁ()/ij)v()/ijr) 63; Gt + 65

Sendo que: Ye Yj : sdo as diferentes medi¢des realizadas no acesso.

Para cada caracteristica, o numero minimo de mesligiecessarias para
predizer o valor real dos genétipos, com base entagficiente de determinacdo?jR
preestabelecido (0,85, 0,90 e 0,95), foi calculselguindo a metodologia de Cruz et al.
(2004):

_R2A-7)
= T _Ro)p

no = himero de medicbes para predicdo do valor real,
R? = coeficiente de determinacao;
r = coeficiente de repetibilidade obtido de acombion um dos diferentes métodos

utilizados.

Para cada caracteristica, com base na média neslicbes e na estimacdo dos
coeficientes de repetibilidade obtidos de acordm eon dos métodos utilizados, foi

calculado o coeficiente de determinag&®) @timado por:

nr

RP=———
1+r(n—1)
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2.3.4 Programas estatisticos

O programa estatistico GENES (CRUZ, 2013) foiizgdo para analise da
distdncia genética, para a estimacdo do coeficiatde correlacdo cofenética,
repetibilidade e para a andlise discriminante de efswh. Os agrupamentos
hierarquicos foram feitos com o auxilio do prograWaGA versédo 5 (KUMAR et al.,
2009), e a disperséo grafica, pelo método da Andls Coordenadas Principais (PCA),
utilizando o programa R (R Development Core Teddd62.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As médias dos acessos, em relacdo as espécieBaskdflorg para as
caracteristicas massa do fruto (MF), comprimentofrdto (CF), diametro do fruto
(DF), espessura da casca (EC), massa da casca (MS3a da polpa (MP), acidez
titulavel (AT), teor de sodlidos solluveis (SS), renento de polpa (RE), luminosidade
(L) e parametros de cor (a* e b*) estdo apresentama Tabela 4. A°. edulisf.
flavicarpa (maracujazeiro amarel® P. alata foram as espécies que apresentaram
maiores valores para MF, CF, DF, EC, MC e SS. Eanite, P. alata proporcionou
baixos valores para MP (12,809) e RE (5,5%). Easr@lemais espécies silvestres,
cincinnatae P. maliformisse destacaram por apresentar elevados valored/par@r,

DF, EC e MC, sendo que. cincinnataainda apresentou valores elevados para MP
(27,49) e RE (27,8%). ®. gibertii se destacou por apresentar frutos com menores EC
(0,7mm), MP (1,89g), RE (1,6%) e AT (0,5g). Paraobbacdo do suco, o parametro L,
que corresponde a luminosidadé?.ssetaceapresentou o maior valor numérico (70,0)
indicando suco com coloracdo mais clara. Entretpata os valores de a*,Ra gibertii

se destacou por apresentar suco com maior intelesaa vermelho, com valor de 6,5.
J& para a variavel b*, suco d edulisf. flavicarpa tende mais para a coloragédo
amarela, com valor de 30,1.

As médias para MF, CF, DF, EC, MC, MP, AT, SS e &k funcédo dos
intervalos de classe para MF dos 59 acessos cagtig@égs para as espécibs,edulisf.
flavicarpa P. cincinnatae P. setaceaestdo representadas na Figura 1. Esta relagéo é
importante, jA& que a massa de fruto é uma carsiteri interessante para o

melhoramento genético desde que esteja associamdr@s caracteres. Os acessos
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avaliados apresentaram meédia 156,29 para massaitdg Variando de 10,4g para o
acesso BGP34%( cincinnata e 302g para o acesso BRSRubi do Cerr&d@dulisf.
flavicarpa (Figura la). Dos 59 genotipos, 23 (38,98%) amtesam MF variando de
192,65g a 302,00g, com destaque para cinco acédgn®o) o BGP038, BRS Ouro
Vermelho, BRS Gigante Amarelo, BGP177 e BRS RubCdaado, que se destacaram
por apresentar MF variando de 265,55 a 302,00a@i(&ifja) e massa média de 280,10g
(Figura 1b). Os acessos que se destacaram, parai@®s classes de massa de frutos
(192,65 a 302,00g), também apresentaram as maioédsms para MP e MC (Figura
1b) e CF, DF e EC (Figura 1c). No entanto, pareamacteres AT, SS e RE nédo foram
observados relacdo linear entre os intervalos desande fruto e esses caracteres. No
entanto, as menores massas de fruto (10,40 a 4&8%) média de 35,629
representadas pelas espédtegincinnata(BGP349) eP. setacedBGP237, BGP238,
BGP245 e BG242) apresentaram também as menoressmngalia a MC com 14,049,
MP com 11,979, EC com 2,25mm, CF com 4,73cm, DF 8@6icm, AT com 0,81 e
RE com 11,25% (Figura 1b,c). Os aspectos externwgeenos dos frutos estdo na
Figura 2.

Segundo Ferreira et al. (2010), massa de frutopdmento de fruto e diametro
equatorial do fruto sdo atributos importantes pardesenvolvimento de gendtipos
superiores que atendam ao mercedpatura De acordo com Cavichioli et al. (2008),
0s consumidores selecionam frutos de maracuja &maogma de 170gO teor de
sélidos soluveis indica a quantidade de acucatag&gldino suco, sendo, portanto, um
padréo relevante de qualidade (SILVA et 2002). J& o teor de acidez € um parametro
bastante utilizado no processamento da fruta dekiia inddstria de suco, pois reduz o
uso de acidos alimenticios, compostos bastanteizadtds para inibir o
crescimento microbiolégico no suco (PINTO et d002, FLORES et al., 2011). Assim,
frutos destinados a industrias de processament@ndapresentar elevador teor de
sélidos solGveis (12,0 a 14,0 °Brix) e alta aciffe® a 5,0 g de acido citrico 100 L
(KRAUSE et al., 2012). Neste caso, os acessos céimvaiando de 119,75 a 302g
engquadram nesta categoria. Ja para o rendimendaadedo maracuja amarelo para a
industrializacéo, Farias (2007) indica que a remudiito devera estar entre 33 a 40 %. No
presente estudo os valores de rendimento de suchasenna massa da casca variaram
de 11,25 a 29,06%. E importante destacar que lmsegaapresentados refere-se a

média geral dos gendtipos que se enquadram enmiedela faixa de MF.
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Tabela 4. Espécies de Passiflora com médias detearacao fisico-quimica de frutos.

Caracteristicas

Espécies CF DF EC SS AT Cor do polpa
g ME@  cm) @m) (mm) MC@ MP@ REQCO) oghivy (g100g N 1« a* b
P. edulisf. flavicarpa  186,5 8,6 7.7 7.2 100,3 50,1 25,5 13,2 4,0 40,9 649, 39 30,1
P. cincinnata 94,6 5,6 5,7 4,3 34,7 27,4 27,8 7.4 3,7 35,6 58,6 3,5 - 19,7
P. alata 191,3 9,3 7.9 14,0 160,3 128 5,5 18,5 1,6 7,0 38,61,6 19,8
P. gibertii 12,3 4,5 3,6 0,7 5,0 1,8 1,6 8,5 0,5 155,1 49,3 6,529,8
P. mallacophyla 17,7 3,8 3,8 3,9 9,2 4,9 27,5 8,5 1,3 148,0 59,5 ,1-4 16,6
P. maliformis 61,9 6,0 5,9 4,4 43,9 5,9 3,2 6,0 0,6 9,3 67,8 -3,027,7
P. bahiensis 10,4 2,9 3,0 1,1 4,1 3,7 11,7 4,3 1,0 53,0 65,1 7 -3, 20,3
P. setacea 41,9 5,2 3,8 2,5 16,5 14,0 11,1 5,4 0,8 22,7 70,0 1,1 - 248

Massa do fruto (MF), comprimento de frutos (CFandetro de frutos (DF), espessura da casca (ECyardss casca (MC), massa da plpa (MP),
rendimento de polpa (RE), solidos soluveis (SSYleactitulavel (AT), nimero total de frutos acunmdda (NF), L*: luminosidade, a* e b*: indices de

cor da polpa.
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Figura 1. Dados fisicos e quimicos dos frutos paracessos caracterizados no banco
de germoplasma de maracujazeiro. Quantidade decacpsr classe de massa de fruto
(A); massa média dos frutos (MF), da casca (MCrepdlipa (MP) em funcdo das
classes de massa de fruto (B); comprimento (CEjneliro (DF) e espessura da casca
(EC) em funcéo das classes de massa de fruto ¢@ezatrituravel (AT) e sélido
solavel (SS) em funcdo das classes de massa dgue rendimento de suco (%) em
funcao das classes de massa de fruto (E). Balistsain os acessos que compdem cada

classe de massa de frutos.
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O agrupamento de Tocher dos acessos de maracaojastr demonstrado na
Tabela 5. O uso desse método se faz necessarioragrammas de melhoramento,
guando nao se tem referéncias dos individuos ansaveliados. Esse método identifica
0 par de acessos mais similares e forma o grup@lnAssim, a inclusdo de novos
individuos no grupo segue o critério do limite det&@hcia média intragrupo menor que
a distancia média intergrupo (CRUZ; CARNEIRO, 200&grifica-se a formacéo de
cinco grupos, sendo que o grupo | reuniu 23,8%otal tle acessos sendo: todos os
acessos dP. setacea P. cincinnata dois acessos (4,29®. edulisf. flavicarpae um
acesso referente as espéedtedahiensisP. maliformise P. malacophyllaOs grupos I
e lll foram formados exclusivamente por acesso®gf#cieP. edulisf. flavicarpa
sendo 87,5% e 8,3%, respectivamente. Os gruposMWagam formados pelo acesso
deP. gibertii (1,58%) eP. alata(1,58%).

Tabela 5. Agrupamento de acordo com o método dmizatdo de Tocher,
considerando-se 13 variaveis fisicas e quimicdeuttes de Passiflora.

Grupos Acessos

BGP238 BGP245 BGP237 BGP242 BGP417 BGP379 BGPO0O77
BGP300Pa BGP444 BGP170 BGP200 BGP268 BGP308 BGP292
BGP031

BGP176 BGP351 BGP205 BGP340 BGP224 BGP223 BGP330
BGP038 BRSOV BGP328 BGP185 BGP184 BRSGA BGP165
BRSSC BGP345 BGP051 BGP164 BGP341 BGP225 BGP324
I BGP334 BGP221 BGP222 BGP354 BGP005 BGP182 BGP277
BGP210 BGP089 BGP179 BGP064 BGP311 BGP336 BGPO037
BGP228 BGP183 BGP032 BGP177 BRSRubi BGP123 BGP129

1] BGP020 BGP181 BGP188 BGP061
\Y BGP0OO0O8
Vv BGP432

A analise intergrupos revelou que a maior distadei®,519 foi verificada entre
acesso silvestr®. gibertii (Grupo 1IV) eP. alata (Grupo V) (Tabela 6). A menor
distancia (0,272) foi entre os acessos$’dedulisf. flavicarpado Grupo Il e do Grupo
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[lI. Com relacé&o a distancia intragrupo, o grupo |l sgméa a menor com 0,145 e a
maior foi do grupo | com 0,190. Entretanto, pargrapo IV e V nao foi possivel

estimar as distancias intragrupos, por ser coifttifpor um Unico acesso.

Tabela 6. Distancias médias intra e intergruposnastas pelo método de Otimizacgao
de Tocher com base na dissimilaridade entre o£€&ssas de maracujazeiro mediante a

utilizacdo de 13 caracteristicas fisico-quimicafuat®es.

Grupos I Il [ \V \
I 0,190 0,379 0,273 0,305 0,454
Il 0,145 0,272 0,492 0,308
Il 0,176 0,309 0,394
v - 0,519
V -

A andlise de cluster com base no indice de Govegr@pamento por UPGMA
apresentou coeficiente de correlacdo cofenétic@,&& com formacdo de sete grupos
(Figura 3a) considerando a linha de corte proxim®,21 (Mojema, 1977). A
dissimilaridade média foi de 0,254, sendo os aceB$BP237 e BGP242, ambos da
espécieP. setaceaos menos dissimilares (0,043) e os mais distaftidy) foram
BGP417 P. bahiensise BGP 177R. edulisf. flavicarpa).

O grupo | foi maior com 34 (70,8%) acessos sendogala espécik. edulisf.
flavicarpa incluindo os hibridos comerciais BRS Gigante An@reéBRS Sol do
Cerrado, BRS Rubi do Cerrado e BRS Ouro Vermelhste Egrupo possui
predominantemente frutos alongados, grandes e pesamlo valores meédios para
massa de fruto em torno de 218,90g. O preenchingmtoavidade interna do fruto
resulta em rendimento de polpa alcancando valodéesnmos de 35%. A casca € espessa
com meédia de 7,53mm. O teor de sdlidos soluveimwate 11-16 °Brix, acidez total
titulavel de 4,16 e valores positivos para a* (3,86p* (29,9), indicando que a
tendéncia da cor da polpa desses gendtipos estacenermelho e o amarelo (Figuras 1
e 2).

O grupo Il também foi formado por 13 (27,1%) acesda espéci®. edulisf.
flavicarpa Esses acessos apresentaram frutos menores denesse arredondados.

Apresenta também o maior nimero de fruto (62) empavacdo aos acessos do grupo |
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com média de 34 frutos. Os acessos do grupo llrpaskr utilizados em cruzamento
com o grupo | visando aumentar o niumero de frutms glanta e preservando as
caracteristicas relevantes como maior massa dg fnaior comprimento e diametro do
fruto e maior rendimento de suco. O grupo | e teapntaram amplitude de variacédo de
dissimilaridade similar, sendo que para o grupodissimilaridade média foi 0,130,
variando de 0,049 (BGP351 e BGP176) a 0,297 (BRM Bwo Cerrado e BGP064) e
média foi de 0,141 variando de 0,065 (BGP037 e B3Pk 0,274 (BGP020 e
BGP061) para o grupo |l (Figura 3b).

O grupo Il foi formado apenas pelo acefsalata(BGP432) e se destaca por
apresentar maiores valores para comprimento de {AyR5cm), espessura de casca
(13,9mm), massa de casca (160,3g) e °Brix (18,pyegenta também os menores
valores para rendimento de polpa (5,5%) e numerdruide acumulado (7,0). Com
relacéo a cor da polpaka alataapresentou menores valores de L*(38,59) e b* (19,8
0 que indica frutos com polpa mais escura e pon@relada

O grupo IV foi formado apenas pelo aceBs@ibertii (BGP008). Este acesso se
destaca por apresentar os menos valores para awgs#o (12,3g), casca muito fina
(espessura 0,74mm), massa de polpa (1,89g), renttirdenpolpa (1,6%) e acidez total
titulavel (0,5). Por outro lado, apresenta o mai@mero de fruto acumulado (155) e o
maior valor para a*, indicando a tendéncia para palpa mais avermelhada.

O grupo V foi composto pelas espédiessetacedBGP242, BGP238, BGP245
e BGP237),P. maliformis(BGP379),P. bahiensifBGP417). Este grupo possui, em
média, os menores valores para solidos soluveastdb,33 °Brix) e acidez total
titulavel (0,77). Entretanto possui 0 maior valorgpuminosidade (68,81) da polpa,
caracterizando-se polpa mais clara por estaremmao$xao branco puro.

O grupo VI foi composto pela espédte malacophylad BGP170). Essa espécie
se caracteriza por frutos pequenos, menos pesady), arredondados e casca fina
(espessura 3,9mm). Apresenta também os menoresyvalara a* (-4,12) e b* (16,63),
indicando a tendéncia da cor da polpa para a iidi@hes verde-azulada e luminosidade
clara (59,4).

O grupo VIl reuniu todos os acessos da espé€ciecincinnata (BGP292,
BGP308, BGP200, BGP268, BGP300Pa e BGP077) e uss@¢2,1%) d&. edulisf.
flavicarpa (BGP444). Esses acessos se caracterizam por @aarefeitos achatados,
casca fina (espessura 4,4mm), rendimento de pdpgb)( em consequéncia de a

cavidade interna ser bastante preenchida. Apresentda polpa clara (L* 57,4) e tende
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para o verde-azulado (a* -3,3 e b* 18,9). O agrugam do acesso BGP444 esta
relacionado as caracteristicas fisicas dos frutessgo semelhantes ao dos acessos de
P.cincinnata

Para verificar a consisténcia dos agrupamentosagessos provenientes da
analise de cluster, foi utilizada a analise disorante de Anderson. Apenas 0s grupos |
e Il, ambogP. edulisf. flavicarpa ocorreu uma classificacdo incorreta com taxarde e
aparente de 1,69% para 0 acesso BGP064 que partengrupo | e segundo a andlise a
melhor alocacdo seria no grupo Il, embora esses ginipos pertencam ao grande

agrupamento de acessosRiedulisf. flavicarpa.
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Figura 3. A) Dendrograma de dissimilaridade geaétintre os genotipos de maracuja
obtido com base na matriz da distancia de Gowergrepamento UPGMA. B)

Frequéncia de distribuicdo das distancias dos eselebPassiflora

A analise discriminante de Anderson quando feienap nas principais espécies
avaliadas para as caracteristicas dos frutos, owosjwme as espécies avaliadas foram

classificadas corretamente nas espécies previantgii@das (Tabela 7). Segundo
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Sudré et al. (2010), a funcao discriminante de Asmleapresenta um grande potencial
para caracterizacdo e manejo de germoplasma, neleet®e uma ferramenta adicional
para avaliar a correta classificacdo fornecida p@todos de andlise multivariada

utilizados.

Tabela 7. Classificacdo correta e incorreta dascespéle maracujazeiro conforme a
analise discriminante de Anderson (em %), considieraaracteres fisico-quimicos de

frutos.
Espécies P. edulisf. flavicarpa P. cincinnata P. setacea
P. edulisf. flavicarpa 100 0 0
P. cincinnata 0 100 0
P. setacea 0 0 100

Taxa de erro aparente: 0%

A dispersdo dos acessos e dos caracteres fisiapsingicos de frutos foi
visualizada graficamente, a fim de compara-lasgaopamento de Tocher e UPGMA, e
avaliar a influéncia de cada caracteristica naisméke diversidade entre os acessos. Na
analise de dispersao, observou-se que os trésippgmmponentes explicaram 81,4%
da variancia total acumulada. O primeiro compongi@®1) foi responsavel por
59,32%, o segundo (CP2) por 13,28% e terceiro (pBBB,8% (Figura 4a). Assim, 0S
trés primeiros componentes foram utilizados pafar@acédo do gréfico de disperséo
tridimensional, pois 0s mesmos explicam mais de 88%ariancia contida no conjunto
de dados das variaveis (CRUZ et al., 2004). De mageral, a analise complementar
da dispersao gréafica da diversidade genética dostiges dePassiflora, foi mais
semelhante ao agrupamento UPGMA, pois em relacGae®ssos mais dissimilares,
observou-se que o BGP008 (grupo IV) e o BGP17((mwi), foram observados como
mais distante dos demais acessos (Figura 3a e 3b).

As caracteristicas que mais influenciaram paratarménacao da divergéncia
genética dos acessos estdo representadas na Bigerd abela 8. Foram necessarios
trés componentes principais para explicar 81,40%nt(ibuicdo acumulada) da
variabilidade observada, onde os dois primeirospmrantes foram responsaveis por
72,61% desta variacdo. Para Cruz e Carneiro (2@Q6pvetores de elevado valor,
associados a autovalores responsaveis por 80%ridgam explicada, referem-se aos
caracteres de maior contribuicdo para a variandiaabDessa forma, os descritores
DF, CF, MF, MC e MP em CP1; b* em CP2; e L* em CE8iresponderam as
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variaveis que mais contribuiram para a variabilidalggervada. No entanto, baseado no
principio de que a variancia decresce do primeralamo componente, os descritores
DF, CF, MF, MC e MP (CP1) podem ser consideradosocos mais informativos para
a variacao registrada. Percentual préximo ao obdermeste trabalho foi registrado por
Quintal (2009) que obteve valores de 81,62% damaia total em descritores morfo-
agronbmicos de mamoeircdrica papayal.). Silva et al. (2012) caracterizando
gendtipos de mangueiras, obtiveram variancia total trés primeiros componentes,
valores de 83,5% e 84,6% para as caracteristsi@adie quimicas de frutos. Castro et
al. (2012) caracterizando acessos de maracujazaetravés de descritores
morfoagronbmicos, alcancaram 67,17% de variancial tolos trés primeiros
componentes. Esses mesmos autores destacaram degcatores MC, MF, NF, MP e
DF s&o importantes para caracterizacdo e avalidgagermoplasma de maracujazeiro
amarelo. Segundo Barros (1991) e Pereira et al.2j1@9variancia se concentra nos
primeiros componentes, apenas quando se avaliamapouariaveis de interesse

agronémico.
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Figura 1. Dispersao gréfica tridimensional dos 68saos déassiflora(A) com base

nos caracteres fisicos e quimicos de frutos. (Byti@micdo das variaveis para 0s
componentes principais.
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Os resultados de diversidade permitem inferir s@bnreariabilidade genética
existente entre os grupos formados e que essasnafbes poderdo contribuir e
orientar em futuras estratégias de melhoramenta,wen que existem dentro de grupos
acessos mais similares e entre 0s grupos acessesnitires que permitem a
exploracdo da heterose por meio de cruzamento mi&iges em grupos distintos ou
pertencentes ao mesmo grupo, desde que apresenbildade suficiente. A
existéncia de diversidade genética entre acesdesida, principalmente, ao sistema de
autoincompatibilidade que favorece a polinizacawada e o fluxo génico entre os
diferentes gendtipos (GANGA et al.,, 2004). O estddodiversidade genética € uma
etapa importante no processo de selecdo de indwiglon programas de melhoramento,
pois permite identificar acessos com caracteristieasenciais e que apresentem
divergéncia suficiente para gerar variabilidadegeracdes seguintes, com economia de
tempo e mao de obra. Porém, Xavier et al. (1998)mendam evitar cruzamentos entre
individuos similares para que a variabilidade n&sa slimitada, restringindo
caracteristicas desejaveis a serem obtidas ndéeeleg

A exploracao desta variabilidade pode se dar adra\eexploracdo de vigor
hibrido, cruzando acessos BEeedulisf. flavicarpado grupo I, com médias superiores
para as principais caracteristicas de interessenagrco como frutos alongados,
grandes e pesados, rendimento de polpa, °Brix deaccom grupo IIK. edulisf.
flavicarpa ou mesmo gerando uma populacao hibrida visandduzir por ciclo de
selecédo e recombinacdo para aumentar a frequéosialelos favoraveis. Além deste
tipo de cruzamento, o programa pode desenvolvaidbi interespecificos com as
espécies silvestreB. cincinnata(AZEVEDO at al., 2011; JESUS et al., 2014Pe
setacea(FALEIRO et al., 2007; SANTOS at al., 2014; SANT@SEal., 2015) que
apresentam varios relatos de resisténcia a doéolg@a®es e a fusariose (JUNQUEIRA
et al., 2005; FISCHER et al., 2010; SILVA et., 2002 IVEIRA et al., 2013; SANTOS
et al., 2015).

As estratégias de selecdo em maracujazeiro amawgidyeis como peso de
frutos, devem ser acompanhadas pelo maior rendintenpolpa, dimensdes e formato
mais ovalado do fruto, além de maior numero de$pior planta, a fim de obter alelos
de interesse da populacdo e garantir maior prodath (OLIVEIRA et al., 2008).
Sousa et al. (2012) em estudo de diversidade ganétn acessos deassiflorg
recomendaram cruzamentos enfreedulis (fruto grande) conP. edulis (Casca-de-

ovo), eP. edulisf. flavicarpacom a geracéo resultante do cruzamento éhtkeniax
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P. edulis pois constituem boas opcdes para obtencdo ddgudes segregantes, com
altos teores de sdlidos soluveis, peso, tamanhaneetto de fruto. Viana et al. (2006)
estudaram a diversidade genética em populacddzassiflora edulisf. flavicarpa e
concluiram que, 0s acessos provenientes das red@eaperuna e Campos dos
Goytacazes apresentaram maior potencial para setiédgados como genitores em
programas de melhoramento genético. Preisigke €@l5) ao avaliarem a resisténcia
de espécies d@assiflora ao Fusarium solani recomendaram cruzamentos com a

espécie®. nitida
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Tabela 8. Estimativas dos autovalores, autove®Estribuicdo relativa e acumulada (%) associadsesl3 componentes principais e obtidas para os

13 caracteres fisicas e quimicas dos frutos dee68tgpos de maracujazeiro. Valores em negrito dasiaa caracteristica de maior peso no respectivo

autovetor.

Varidveis CP1 CP2 CP3 CP4 CP5 CP6 CP7 CP8 P® CP10 CP11 CP12 CP13
MF 0,339 -0,041 0215 -0,035 0,289 0,057 0,068 -0,129,040 0,042 -0,225 -0,278 -0,774
CF 0,342 0,034 0179 -0,077 0,221 0,104 -0,027 -0,19®,155 0,039 -0,592 -0,204 0,574
DF 0,350 0,003 0,072 0,009 0000 -0,034 01184 -0,176 -0,0110,704 -0,001 0,557 -0,024
EC 0,282 -0,152 -0,205 -0,404 -0,022 -0,433 0,1930,616 -0,193 0,075 -0,202 0,052 0,007
MC 0,336 0,014 0,146 -0,188 0,270 -0,034 0,174 0,003,060 -0,081 0,719 -0,377 0,235
MP 0,312 -0,123 0,276 0236 0,262 0,084 -0271 0,1190,178 0,501 0,166 0,529 0,051
RE 0,209 -0,320 -0,037 0,634 -0,127 -0,181 -0,358 0,262 -0,026 -0,306 -0,012 330, 0,040
SS 0,295 0,137 -0,333 -0,131 -0,198 -0,432 -0,394 383 0462 0,182 0,095 0,092 -0,079
AT 0,276  -0,107 -0,217 0,388 -0,341 0,131 0,668 -0,084 0,167 0,316 0,011 0012 0,021
NF 0,083 0,492 -0430 0,365 0,608 -0,183 0,136 0,086 -0,017 -0,028 -0,044 0,036 0,011
L* 0,247 0,127 05583 0,148 0,000 -0,392 0,192 07251 0,546 0,010 -0,032 0,092  -0,007
a* 0,235 0,484 -0,046 -0,055 -0219 0,537 -0,188 0,493 0,282 -0,080 0,018 0,009 -0,068
b* 0,160 0578 0301 0,107 -0,370 -0,278 0,013 -0,141 -0,530 0,0660,015 -0,136 0,012

Autovetor 7,71 1,73 1,14 1,03 0,44 0,33 0,26 0,14 0,07 0,05 ,040 0,03 0,02

Va{;%t)g’ta' 59,32 13,28 8,80 7,95 3,38 2,56 2,01 1,05 0,57 0,40 0,29 0,24 0,14

Var. total

acumulada 59,32 72,61 8140 89,35 92,74 9530 97,31 98,36 398,999,33 99,62 99,86 100
(%)

Massa do fruto (MF), comprimento de frutos (CFandetro de frutos (DF), espessura da casca (ECkants casca (MC), massa da polpa (MP),
rendimento de polpa (RE), solidos soluveis (SS)leactitulavel (AT), nimero total de frutos acunmdda (NF), L*: luminosidade, a* e b*: indices de

cor da polpa.
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Além da diversidade genética, as estimativas delegdes permitem predizer o
desempenho de uma caracteristica quando se raadel@cdo em outra correlacionada
(OLIVEIRA et al., 2011). Para explicar as relac@esre os caracteres de importancia
econdmica, as estimativas de correlacdes devepossideradas satisfatorias (GRECO
et al., 2014). A massa de fruto se destacou p@&saptar correlacdes significativas com
a maioria das variaveis estudadas, além dissoyooese altamente correlacionado com
o comprimento de fruto (0,97), massa de casca)@,8&metro do fruto (0,93) (Tabela
9). Morgado et al. (2010) também encontraram cagfeds altas e positivas entre a
massa do fruto e o comprimento e diametro dos frdgawaracuja azedo.

A massa da casca foi altamente correlacionada caonprimento de fruto
(0,94), diametro de fruto (0,92), espessura daack@7) e massa de polpa (0,82), que
por sua vez foi altamente correlacionada com oimeento de suco (0,71). Estas
correlacbes ja eram esperadas, pois indicam quétiges com maiores massas de
frutos tendem a ter frutos maiores e consequentenmegrtesentam maior massa de
casca. Oliveira et al. (2011) e Silva et al. (200B%ervaram que a massa dos frutos
apresentou correlacdo positiva com diametro, massspessura de casca e massa de
polpa. Entretanto, a correlacdo entre a espessuwrasta e rendimento de suco foi baixa
(0,31). Frutos com casca mais espessa € interegsanat o mercado de frutos de mesa,
pois impede lesdes causadas pelo transporte rmo(KRAUSE et al., 2012).

A caracteristica comprimento do fruto apresentouateelacdo com diametro
do fruto (0,93), massa da casca (0,94) e da pOI8F), enquanto para a caracteristica
diametro do fruto apresentou correlagbes com m@ssasca (0,92) e da polpa (0,84),
indicando que a selecéo de frutos com maior congmio possibilita a obtengcéo de
fruto com maior massa de casé&ate resultado corrobora com estudo realizado por
Albuquerque et al. (2002) que também encontraramelegdes entre 0s caracteres
rendimento de suco e massa da polpa, assim condmetdo e o comprimento do fruto.

As maiores correlacbes associadas ao descritorimentb de suco (sem
sementes) foram com as caracteristicas massajke (0or1), diametro de fruto (0,55) e
massa de fruto (0,50). Segundo Sousa et al. (20423¢elecéo direta de gendtipos de
maracujazeiro estas caracteristicas sdo as magantés. O rendimento de polpa
também obteve maior correlacdo com acidez totaftiel (0,70) que por sua vez se
correlacionou negativamente com a luminosidadeés)0,demonstrando que quanto
maior o rendimento de polpa, maior a concentracaactl#o citrico no suco e polpa

mais escura.
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A correlagdo entre SS e AT foi significativa (0,58&s0 pode ser explicado
devido a presenca dos acidos presentes no sucaavptmente participem de uma
significativa percentagem dos sélidos solUveis, gargla associacdo responsavel pelo
sabor dos frutos. O valor de sélidos soluveis éodsalo total de aclcar, sais e acidos
dissolvidos na polpa da fruta, principalmente agggae acidos (CHITARRA;
CHITARRA, 2005). Os teores de solidos soluveisvayam a maior correlagdo com a*
(0,60) que por outro lado se correlacionou negaterge com a luminosidade (-0,40),
evidenciando que quanto maiores os teores de s@imlaveis, mais vermelha e escura
tende ser a polpa. Além disso, houve correlacadiyasle intensidade forte da cor
vermelha da polpa a* (0,72) com maior quantidadeam@relo b*. Sdo José (1994)
relata que frutos de maracujazeiro com destino @anaustria devem apresentar polpa

com coloracéo alaranjada.
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Tabela 9. Coeficientes de correlacdo fenotipiceeevd caracteres dos frutos em genoétipos de mawasitg: massa do fruto (MF), comprimento de
frutos (CF), diametro de frutos (DF), espessuraas@a (EC), massa da casca (MC), massa da polpar@iiimento de polpa (RE), solidos soluveis

(SS), acidez titulavel (AT), nimero total de frusmsimulados (NF), L*: luminosidade, a* e b*: indiae cor da polpa.

Variaveis MF CF DF EC MC MP RE SS AT NF L* a*
CF 0,97**

DF 0,93**  0,93**

EC 0,69**  0,69**  0,73**

MC 0,95** 0,94 0,92~  0,77**

MP 0,90~ 0,87 0,84  0,53*  0,82**

RE 0,50 0,45  0,55** 0,31* 0,38**  0,71*

SS 0,64 0,70~ 0,75* 0,74~ 0,70~  0,53**  0,38*

AT 0,63 0,61 0,75 0,52~ 0,59 0,63* 0,70  0,58**

NF -0,29* -0,25* -0,24*  -0,32**  -0,26* -0,29* -0,18 -0,003° -0,09¢

L* -0,52**  -0,55** -0,60** -0,68* -0,55** -0,42** -038** -0,72** -0,61* 0,06"

a* 0,55* 0,62~ 0,61 0,35  0,58**  0,46** 0,18* 0,60  0,45** 0,16*  -0,40**

b* 0,39**  0,46*  0,46** 0,12¢ 0,41*>  0,33** 0,02 0,43** 0,24¢ 0,19% 0,04* 0,72**

(**) e (*) significativos a 1 e 5% de probabilidagelo teste t, respectivamentenao significativo.
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Além das analises de diversidade genética e codetafenotipicas a estimativa
dos coeficientes de repetibilidade em germoplasnumé ferramenta eficiente, pois
avalia a capacidade de estabilidade da caracteridé um individuo com reducédo de
tempo e custo das avaliacdes (CRUZ et al., 2004/Bet al., 2010). As estimativas
do coeficiente de repetibilidade, obtidas para asateristicas fisicas e quimicas de
frutos, encontram-se na Tabela 10. O método daisande variancia (ANOVA)
alcancou os menores valores para estimacao daiemed de repetibilidade em relagcéo
aos demais meétodos. Em contrapartida, as estirsatiMeancadas por meio dos
componentes principais obtidos da matriz de vai@ne covariancias fenotipicas
(CPCOV) alcangaram os maiores coeficientes deibgipgdade. Segundo Abeywardena
(1972), a técnica de componentes principais € @daoéfue estima de forma eficaz o
coeficiente de repetibilidade. Neves (2006) e Samtoal. (2010) relataram que o0s
menores coeficientes de repetibilidade foram obtididigando o método de anélise de
variancia para os caracteres de fruto do maradupazesses resultados corroboram os
encontrados no presente estudo, onde a andlisardnacia apresentou 0s menores
valores do coeficiente de repetibilidade em relagée demais métodos estudados.
Demais estudos realizados com fruteiras como ane#aa(LESSA et al., 2014),
laranjeiras-doces (NEGREIROS et al., 2014), amexeipessegueiro (DANNER et al.,
2010), aracazeiro e pitangueira (DANNER et al., 20taracujazeiro (NEVES et al.,
2010) e acerola (LOPES et al., 2001) também demayast que as estimativas obtidas
pelo método da Anova foram sempre inferiores asorgramdas pela andlise
multivariada. Por outro lado, o método de andliseutural com base no autovalor
tedrico da matriz de correlacdo (AECOR) propostoNsansour et al. (1981), apresenta
apenas diferencas conceituais em relacdo ao meélodocomponentes principais
(CRUZ et al., 2004).

De acordo com os resultados podemos observar goenprimento e diametro
de frutos apresentou concordancia entre as estasatO comprimento de frutos
alcancou coeficientes de repetibilidade entre @M8©1D,8043, pela Anova e CPCOV,
respectivamente. Em relacdo ao diametro de fratosstimativas variaram entre 0,7317
(ANOVA) e 0,7327 (CPCOV). Para Resende (2002), relan estimativas de
coeficiente de repetibilidade de maior confiabilidaos valores considerados devem
estar acima 0,60. Nestas caracteristicas, sugemmgea influéncia ambiental e
adequada regularidade dos caracteres, pois o<ienedis de determinacdo®jRoram

superiores a 90%, em todos 0s métodos estudadexdxacteristicas massa de polpa,
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rendimento de suco, luminosidade, indice de coreb&acidez as estimativas de
coeficientes de repetibilidade foram inferiores etacdo as demais caracteristicas.
Coeficientes de repetibilidade baixos podem estkcionados a variagdo ambiental
(FERREIRA et al., 2005), o que acarreta menor égtalle da caracteristica havendo a
necessidade se obter maior quantidade de medmdr@salcancar acuracia os resultados
(LESSA et al., 2014). Quanto a variavel massa dt® fra estimativa de coeficiente de
repetibilidade variou de 0,6492 (ANOVA) a 0,6514P@OR). Os coeficientes de
determinacdo observados foram 91,74% (ANOVA), 956(QCPCOV), 91,81%
(CPCOR), 91,79% (AECOR). Para o programa de meathemnto do maracujazeiro a
massa e o tamanho de fruto sdo caracteristicasteiegse, pois estdo diretamente
relacionadas com a produtividade da cultura.

A variacdo das estimativas do coeficiente de rbjiethde, o alto valor
apresentado pelos métodos multivariados, principaleno de componentes principais
baseado na matriz de variancia e covariancia (CPHCE&&6 indicativos de que houve
estabilidade do desempenho dos acessos de mamujaas medicbes (CRUZ et al.,
2004). Para Shimoya et al. (2002), desde que levecensideracdo o0 numero de
medi¢cdes, qualquer uma das metodologias seriaiesntic para que o processo de

selecao genética tenha 80% de confiabilidade.

Tabela 10. Estimativas do coeficiente de repetibide (r) e seus coeficientes de

determinacao (R %), para 12 caracteres fisico-quimicos dos frdaRassiflora.

Caracteristica ANOVA CPCOV CPCOR AECOR
Massa de fruto (g) r2 . 0,6402 0,6451 0,6514 0,6507
R 91,74 91,60 91,81 91,79
_ r 0,8010 0,8043 0,8037 0,8035
Comprimento de fruto (cm) 2
R 96,03 96,10 96,09 96,08
Diametro de fruto (cm) r2 0,7317 0,7327 0,7323 0,7322
R 94,24 94,26 94,27 94,25
r 0,5526 0,5596 0,5532 0,5511
Espessura da casca (mm) R? 88,11 8841 88 14 88.05
r 0,6602 0,6666 0,6652 0,6642
Massa da casca (g) R 9210 9230 9226 92,2275
r 0,478 0,487 0,4827 0,4807
Massa da polpa (9) R® 8460 8507 8484 84,74
. r 0,325 0,3358 0,3281 0,3232
Rendimento de polpa (%) )
R 74,29 75,20 74,56 74,13
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(Continuacéo Tabela 10)

Sélidos soldveis (Brix) r 0,6507 0,6543 0,6542 0,6514
R? 91,79 91,91 91,90 91,81
Acidez titulavel(Ac. Citrico r 0,1843 0,4535 0,294 0,2672
g/100g) R? 57,55 83,28 71,41 68,64
L r 0,5463 0,5682 0,5621 0,5463
R? 87,84 88,75 8850 87,84
. r 0,7395 0,7404 0,7408 0,7395
a
R? 94,45 94,47 94,48 94,45
o r 0,5609 0,566  0,5627 0,5609
R? 88,45 88,66 8853 88,45

* Obtido quando n = 6 medicdes. CPCOV: component@gipais obtidos da matriz de variancias e
covariancias fenotipicas; CPCOR: componentes jpadneiobtidos da matriz de correlagdo; AECOR:
analise estrutural com base no autovalor teéricmalaiz de correlacéo ou correlacao média.

Os numeros de medi¢cdes necessarias para a preda@aealor real das
caracteristicas fisicas e quimicas de frutos decog@zeiro encontram-se na Tabela 12.
Ao estimar o coeficiente de determinacdo em torn808é para massa de fruto, massa
de casca e solidos solluveis, o nUmero minimo decdesl necessarias para predizer o
valor real dos gendétipos foi de cinco frutos. Negkal.(2010) verificaram que seriam
necessarias 16 e 15 medidas para massa do frdtiidesssoluveis para alcangar um
coeficiente de determinacdo de 90% em maracujaZimtos et al2010) verificaram
que seriam necessarias 18 e 12 medidas para mastatal e massa de casca de
maracujazeiro para alcancar o mesmo coeficientadlaterminacdo. O numero de
medi¢Bes necessarias para as caracteristicas G&pDiidice de cor a* foram dois, trés
e trés frutos, respectivamente. Neves e{28110) verificaram que seriam necessarias
oito e 11 medidas para CF, DF para alcancar umcoete de determinacédo de 90%,
discordando dos resultados encontrados nestehimabal

Quanto aos caracteres massa de polpa, rendimermstacdee acidez, para todos
0s métodos avaliados, foi necessario maior nimereatkcoes, em razdo das menores
estimativas obtidas para o coeficiente de repitddle. Observou-se ser possivel, com
dez medicdes, obter uma precisdo de 90% para ateastica massa de polpa. Este
resultado corrobora com estudo realizado por Satt@d. (2010), que determinaram
que seriam necessarias no minimo 10 medidas pzaeaeteristica massa de polpa em

maracujazeiro.
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Quanto ao numero de medi¢des necessario paraiggoeths genotipos quanto
as caracteristicas espessura da casca, luminosidamdice de cor b* sdo necessarias
sete medicdes para uma acuracia de 90%. No enpamgoas caracteristicas rendimento
de suco (18 medicdes) e acidez (média de 25 meajjgfmstata-se nao ser vantajoso o0
aumento do numero de medi¢cbes visando maior neveledeza na predicdo do valor
real dos acessos. Porém, com 11 e sete medi¢8pectigamente, seria possivel obter
um coeficiente de determinacdo acima de 80%, levand@onsideracdo o método de
componentes principais obtidos da matriz de vai@ne covariancias fenotipicas
(CPCOV). Lessa et al. (2014) afirmam que quantoomai numero de medidas
necessarias, maior o efeito do ambiente sobrei@ehr

De maneira geral, as variaveis massa de fruto, gomapto e didmetro do fruto,
massa e espessura de casca, indice de cor a* doss@pllveis apresentaram
coeficientes de determinagéo superiores a 80%jdivel com 90% de acurécia para as
mesmas variaveis, demonstrando que o numero des faoletados foi eficiente para a
predicdo dos valores reais dos acessos avaliadawmadacujazeiro. Entretanto, os
caracteres rendimento de suco e acidez titulavedsaptaram baixa repetibilidade,
necessitando de uma quantidade maior de medi¢cGes gider niveis de 90% de
determinacao do valor real dos acessoBassiflora.
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Tabela 12. Numero de medi¢gBes necessarias pard&dw do valor real das caracteristicas fisicoagpais de frutos d@assiflorg considerando

quatro diferentes métodos e coeficiente de detergaim (K) de 85, 90 e 95%.

Componentes Principais Analise Estrutural
Anova
Caracteres Covariancia Correlacao Correlacao
R? (%) R? (%) R? (%) R? (%)
85 90 95 85 90 95 85 90 95 85 90 95

MF (9) 3,06 4,86 10,27 3,00 4,76 10,06 3,03 4,82 10,17 3,04 4,83 10,20
CF (cm) 1,41 2,24 4,72 1,38 2,19 4,62 1,38 2,20 4,64 1,39 2,20 4,65
DF (cm) 2,08 3,30 6,97 2,07 3,29 6,95 2,07 3,28 6,93 2,07 3,29 6,95
EC (mm) 4,59 7,29 15,38 4,46 7,08 14,95 4,58 7,27 15,35 4,62 7,33 15,48
MC (g) 2,92 4,63 9,78 2,84 4,50 9,51 2,85 4,53 9,56 2,87 4,55 9,61
MP (g) 6,19 9,83 20,75 5,97 9,48 20,02 6,07 9,65 20,36 6,12 9,72 20,52
RE (%) 11,77 18,69 39,46 11,21 17,81 37,59 11,60 18,43 38,90 11,87 18,85 7939,
SS (°Brix) 3,04 4,83 10,20 2,99 4,76 10,04 3,00 4,76 10,04 3,03 4,82 10,17
AT(g/1009) 25,08 39,83 84,08 6,83 10,84 22,89 13,61 21,62 45,64 15,54 24,68 (62,1
L* 4,70 7,47 15,78 4,30 6,84 14,44 4,41 7,01 14,80 4,70 7,47 15,78
ax 1,99 3,17 6,69 1,98 3,15 6,66 1,98 3,14 6,64 1,99 3,16 6,68
b* 4,43 7,04 14,87 4,34 6,90 14,57 4,40 6,99 14,76 4,45 7,06 14,92

MF: Massa total do fruto (g); CF: Comprimento detds (cm); DF: Diametro de frutos (cm); EC: Espessla casca (mm); MC: Massa da Casca (g); MP: Migsa
polpa (g); RE: Rendimento em polpa (%) : Acidez titulavel (g/100g); L*: luminosidade; & b*: indices de cor da polpa.
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4. CONCLUSOES

As técnicas multivariadas para estudo de diversidgenética empregando
caracteres relacionados aos frutos demonstranotengal de uso na caracterizacao de
germoplasma dePassiflora sendo possivel identificar variabilidade intra e
interespecifica dentro dos acessos bem como distiag espécies avaliadas

O agrupamento UPGMA indicou a existéncia de vdigdile genética entre os
acessos avaliados, apresentam grupos com acessoslissamilares com potencial a
serem utilizados em futuras etapas de selecada@amantos de genotipos.

Pela andlise de componentes principais, as vasidmassa de casca, massa do
fruto, didmetro e comprimento de fruto contribuemrgp a maxima variabilidade
observada nos acessos ldassiflora Para essas caracteristicas cinco medi¢cdes sao
suficientes para predizer o valor real dos indivedoam 90% de acuracia.

Os caracteres rendimento de suco e acidez tituléapebsentam baixa
repetibilidade, necessitando de uma quantidade rndgomedicbes na selecdo de

genotipos com base nessas caracteristicas.
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CAPITULO Il

AVALIACAO MORFOLOGICA E RESPOSTA A INFECCAO POR C owpea
aphid-borne mosaic viru®E PROGENIES RC1 DE MARACUJAZEIRO

RESUMO

A produtividade e a longevidade do maracujazeiredaztém sido reduzidas,
especialmente em decorréncia de doencas foliaredse Bs doencas que acometem o
maracujazeiro, o endurecimento dos frutos causattbGowpea aphid-borne mosaic
virus (CABMV) € considerada a mais importante economicaeeA alternativa
buscada pelos programas de melhoramento € a iessEyp de genes de resisténcia de
espécies silvestres para as comerciais, por meibitdglaces interespecificas com
variedade comercial. Sendo assim, o trabalho feemlolvido com o objetivo de
caracterizar morfologicamente e avaliar progénies pmlameira geracdo de
retrocruzamento para resisténcia ao CABMV. Paraergdio de hibridos
interespecificos foram selecionados 0s acessos BGHB7 cincinnata Mast.) e
BGP330 P. edulisf. flavicarpa). O acesso BGPQO77 foi utilizado como genitor fenan
em cruzamento com o BGP330, genitor masculino, a populacdo hibrida F1 foi
gerada. Os hibridos F1 gerados foram avaliados comslicdes de campo para
resisténcia ao CABMV. A avaliagédo fenotipica (mtfica e resisténcia a virose) dos
hibridos F1 possibilitou selecionar as plantas H34, H45, H49 e H57. As plantas
selecionadas foram utilizadas como genitoras ferase retrocruzadas com o genitor
recorrente BGP330P( edulis f. flavicarpa), originando a primeira geracdo de
retrocruzamento — RC1 [(BGP077 x BGP330) x BGP320jdo 9 progénies RC1-H30,
23 progénies da RC1-H44, 26 progénies da RC1-Hapr@génies da RC1-H49 e 10
progénies da RC1-H57. A resisténcia genética datgs foi avaliada quanto ao indice
de doenca McKinney, a partir de uma escala de ri#ak (resistente) a 4 (altamente
suscetivel), conforme intensidade de sintomas aatgle por meio de PTA-ELISA.
Para a caracterizacdo morfologica, as nove progd@El-H30, 23 progénies da RC1-
H44, 26 progénies da RC1-H45, 20 progénies da R€A1 4410 progénies da RC1-H57
foram avaliadas mediante o uso de 48 descritoeeslos40 variaveis multicategoricas
qualitativas, e oito quantitativas. Os descritofesam submetidos a analise de
diversidade utilizando-se como medida de dissimidgale a distancia de Gower e
método de agrupamentdnweighted Pair Grouped Method AveradPGMA). A
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incidéncia de virose avaliada nas progénies hiprildicou que as progénies das seéries
RC1-H44 e RC1-H57, foram mais similares Bo cincinnata, mais tolerantes ao
CABMV e apresentaram baixos valores de absorvarm@idibrido RC1-H57-83 se
destacou por apresentar menor indice de severdtta@ABMYV (15,6%), podendo ser
utilizado como genitor feminino na geracdo RC2. akacterizacdo morfolégica nas
progénies hibrida, possibilitou a identificagdo iddividuos com caracteristicas mais
similares aos parentais e com diferentes grausleiéncia ao CABMV.

Palavras-chave:Passifloraspp., hibrido interespecifico, retrocruzamentoB&W
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CHAPTER IlI

MORPHOLOGICAL ASSESSMENT AND RESPONSE TO INFECTION Cowpea
aphid-borne mosaic virusN PROGENIES RC1 OF PASSION FRUIT

ABSTRACT

Productivity and longevity of sour passion fruitveabeen reduced, especially due to
foliar diseases. Among the diseases that affegbalssion, hardening of the fruit caused
by Cowpea aphid-borne mosaic virl€ABMYV) is considered the most important
economically. The alternative sought by breedinggmms is the introgression of
resistance genes from wild species for trade thrauterspecific hybridization with
commercial variety. Thus, the study was conducted order to characterize
morphologically and evaluate progeny of the firgngration of backcrossing to
resistance CABMV. To obtain interspecific hybridere selected BGP077 acceBs (
cincinnataMast.) and BGP330P( edulisf. flavicarpa). Access BGP077 was used as
female parent in crossing with the BGP330, maleeqiarand a F1 hybrid population
was generated. The F1 hybrids generated were egdlumder field conditions for
resistance to CABMV. The phenotypic evaluation (pihmiogical and resistance to
viral infection) of F1 hybrid plants allowed selebe H30, H44, H45, H49 and H57.
The selected plants were used as female progemitor$ackcrossed with the recurrent
parent BGP330R. edulisf flavicarpa) resulting in the first generation of backcross -
RC1 [(BGP0O77 BGP330 x) x BGP330] being 9 RC1-H3f8genies, 23 progenies the
RC1-H44, 26 progenies of RC1-H45, 20 progenies GiL#Ri49 and 10 progenies of
RC1-H57. Genetic resistance of the plants wereuaetadl for disease index McKinney,
from a scale from 1 (resistant) to 4 (highly susid), according to symptom intensity
in the plant and through PTA-ELISA. For morpholaicharacterization, nine RC1-
H30 progenies, 23 progenies RC1-H44, 26 progeni&k-R45, 20 progenies RC1-H49
and 10 progenies RC1-H57 were evaluated by us@& afedcriptors, 40 multicategoric
qualitative variables, eight quantitative. The dgdors underwent diversity analysis
using as a measure of dissimilarity distance Gaamer clustering method Unweighted
Pair Grouped Method Average (UPGMA). The incidepntesirus assessed in hybrid
progenies indicated that the progenies of RC1 a@d-R44-H57 series, were more
similar to P. cincinnata, more tolerant CABMV anddHaw absorbance values. The
hybrid RC1-H57-83 stood out with less CABMV sewgrihdex (15.6%) and can be
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used as female parent in RC2 generation. Morphodbgiharacterization in hybrid
progeny, enabled the identification of individualgh similar characteristics to parental
and with different degrees of tolerance CABMV.

Keywords: Passifloraspp, interspecific hybrid, backcross, CABMV
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1. INTRODUCAO

O maracujazeiro é uma planta tropical do gémassiflorae pertence a familia
Passifloraceae com ampla diversidade genética gralede importancia econdémica
(MARUKI-UCHIDA et al., 2013). O Brasil destaca-senco o maior produtor mundial
de maracuja amareld( edulisf. flavicarpa O. Deg.) com uma producédo de 838.284
toneladas numa area de 56.825 ha com destaqueapaagido Nordeste do Brasil
(IBGE, 2014).

A produtividade e a longevidade desta cultura témdo reducdes nos ultimos
anos, especialmente em decorréncia de doencagefoli&ntre as doencas que
acometem a cultura, em todos os estados produtores)durecimento dos frutos
causado peldCowpea aphid-borne mosaic vir/€EABMV) é considerada a mais
importante economicamente (KITAJIMA et al., 198&CJOSE et al., 2011). Plantas
infectadas com o CABMV apresentam enrugamento,osalade, distor¢cdo e reducgéo
na area foliar afetando diretamente a producdos pa frutos ficam menores,
deformados e endurecidos (REZENDE, 2006). O prioneilato do CABMV no Brasil,
ainda descrito como isolado &assion fruit woodiness virl®WYV), foi na década de
1970, no estado da Bahia que resultou em quedaproducdo de maracuja.
Posteriormente, Nascimento et al. (2006), ao ma&im andlise filogenética de
Potyvirus no Nordeste do Brasil, observaram identidade ctinglacom isolados de
Cowpea aphid-borne mosaic vitu® CABMV pode ser transmitido por pulgdes,
mecanicamente por meio de instrumentos de corte enpertia.

A identificacdo de fontes de resisténcia ao CABM¥hé&a etapa fundamental no
processo de melhoramento genético do maracujazeimose tratar de uma doenca
presente nas principais regides produtoras do IB(@dilVEIRA et al.,, 2013). A
maioria dos genétipos melhorados de maracujazemarelo tem demonstrado
severidade de mediana resisténcia a suscetiveil&L& al., 2006), por outro lado
algumas espécies silvestres séo fontes interessdateesisténcia a doencas, vigor e
precocidade. A introgressao de genes de resist@a@apécies silvestres para a espécie
comercialP. edulisf. flavicarpa por meio de hibrida¢des interespecificas, segdela
ciclos de retrocruzamento com a cultivar comenpogle constituir uma alternativa para
o melhoramento genético do maracujazeiro. Dentespécies com potencial, destaca-
se o P. cincinnata Mast., que possui atributos importantes para o onathento
genético como resisténcia a doencas foliares (OlBRAEet al., 2013) e tolerancia a

seca (ZUCARELI et al., 2009).
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Além da resisténcia a doencas, outros caractere®logicos sdo de grande
importédncia para acompanhar variabilidade genétickentificar caracteristicas
agron6micas desejaveis a fim de identificar os mekhdibridos que serdo utilizados
nas etapas posteriores do retrocruzamento. Diangxpbsto, o objetivo do trabalho foi
caracterizar morfologicamente e avaliar progénies pmameira geracdo de

retrocruzamento para resisténcia ao CABMV.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Local de conducéo e progénies avaliadas

O experimento foi conduzido no campo experimeritaP48'S e 39°06'W) da
Embrapa Mandioca e Fruticultura, Cruz das AlmasA:- B plantio foi realizado no
espacamento de 2,0 m entre fileiras e 2,0 m etdarggs, sendo todos os tratos culturais
feitos conforme recomendacdo técnicas para a aulteara obtencdo de hibridos
interespecificos foram selecionados 0s acessos BGHP7 cincinnata Mast.) e
BGP330 P. edulisf. flavicarpa). O acesso BGP0O77 foi utilizado como genitor fenan
em cruzamento com o BGP330, genitor masculino, a populacdo hibrida F1 foi
gerada. Os hibridos F1 gerados foram avaliados comslicbes de campo para
resisténcia ao CABMV. A avaliagédo fenotipica (mtfica e resisténcia a virose) dos
hibridos F1 possibilitou selecionar as plantas H34, H45, H49 e H57. As plantas
selecionadas foram utilizadas como genitoras ferase retrocruzadas com o genitor
recorrente BGP330P( edulis f. flavicarpa), originando a primeira geracdo de
retrocruzamento — RC1 [(BGP077 x BGP330) x BGP320jdo 9 progénies RC1-H30,
23 progénies da RC1-H44, 26 progénies da RC1-Hapr@génies da RC1-H49 e 10
progénies da RC1-H57.

2.2 Avaliacéo da severidade da virose em progénies RC1

As avaliagbes dos sintomas da virose foram reazadsualmente apds a
ocorréncia natural da doenga no campo. Foi reaizmda avaliagdo a cada 15 dias no
periodo de marco a outubro de 2013, totalizand@avEdiacoes em plantas com sete
meses de idade. Utilizou-se o critério de sintorogial visual, de acordo com a
intensidade de manifestacdo dos sintomas em taal@aplsegundo Oliveira et al.

(2013). A severidade dos sintomas foliares foiiadal por meio da escala de notas de 1
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a 4, proposta por Novaes e Rezende (1999) e adaptacSousa (2005), sendo: 1= sem
sintomas (resistente); 2= mosaico leve sem defdiesmdoliares (medianamente
resistente); 3= mosaico severo sem deformacaa {gliscetivel) e 4= mosaico severo,
bolhas e deformacdes foliares (altamente suscehigaira 1. Para cada planta avaliada
foi calculado o indice de severidade das doengamsde indice de McKinney (1923).
Os dados da incidéncia da virose foram submetidnsadfise de diversidade utilizando
como medida de dissimilaridade a distancia de Gaver método de agrupamento
Unweighted Pair Grouped Method Avera@éPGMA).

2.3 Avaliacdo da resisténcia ao CABMV por ELISA

ApoOs a avaliacao visual dos genotiposRiessiflora amostras de folhas com
sintomas de mosaico e deformacéo foliar foram adét no campo e avaliadas por
meio de PTA-ELISA Rlate Trapped Antigen — Enzyme Linked ImmunosorAssay
com antissoro policlonal especifico para o CABMV.

As 90 amostras foliares de maracujazeiro foramar&iitas em tampéao “protetor
Paul” (0,1126 g de DIECA, 0,0372 g e 0,057 g dglitolato de sédio) na proporcao de
1/5 (g mLY) e diluidas em PBSTPo (1.200 mL de PBS-T, 2% diipiipirrolidone,
PVP) na proporcdo 1/1 (mL rif). Os extratos dos controles positivos, negativas e
amostras foram aplicados nos orificios de placapaliestireno com 96 cavidades,

segundo metodologia de Silva (2012) adaptada.
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Figura 1. Folhas de maracujazeiro amarelo claasifis conforme a severidade: A)
Folha sem sintomas (Nota 1); B) Mosaico leve sefordecdes foliares
(Nota 2); C) Mosaico severo sem deformacéo folNotg 3); D) Mosaico
severo, bolhosidade e deformacdes foliares (NotBotps: Farias, D. da H.

2.4 Caracterizacao morfolégica de hibridos interespens

Para a caracterizacao morfolégica, os 90 individosn avaliados mediante
descritores morfolégicos (JESUS et al., 2013). foratilizados 40 caracteres
gualitativos e oito quantitativos, incluindo atribsi relacionados a planta, folha e flor
(Figura 2). As flores foram coletadas obedecendo-$®rario de abertura para cada
acesso e as medicdes foram obtidas com o auxilpageimetro. Os descritores foram
submetidos a analise de diversidade utilizandoeseocmedida de dissimilaridade a
distdncia de Gower e método de agrupamesmeeighted Pair Grouped Method
Average(UPGMA).
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P. edulisf. flavicarpa P. cincinnata Progénie RC1

Figura 2 Flores (A), ramos (B), folhas (C), fruto (D e E)sdparentaid. edulisf.
flavicarpa P. cincinnatae Progénies RC1 utilizadas para a caracteriza¢do
mediante descritores morfologicos. Fotos: FariagleDH.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As avaliagOes visuais da virose demonstram ampiagZ dos sintomas nos
diferentes individuos, desde plantas assintomattéglantas com sintomas severos
com mosaico bolhoso e deformacéao foliar, a partpritneiro més de monitoramento.

O coeficiente de correlacdo cofenética (0,89) mdéoncordancia entre a
disposicédo grafica da distancia genética e a matiginal. Constatou-se que 89,77%
das plantas ja apresentavam sintomas de infec¢dcCp8MV. Os parentais BGP077
(P. cincinnata e o BGP330 R. edulis f. flavicarpd que apresentaram sintomas
caracteristicos da virose foram caracterizados consalianamente resistente ou
tolerante (média de 36,0%; variando 24,4% a 48 8%l)scetivel (66,1% variando de
44.4 a 100%) ao CABMV, respectivamente (FiguraB3Jmportante destacar que o
valor encontrado para acesso BGPQ77 trata-se die médove plantas e os F1 foram
obtidos do cruzamento de plantas do acesso BGR&88(lantas visivelmente sadias
do BGPO77, na época da avaliacao.

O indice de severidade médio do CABMV entre os &0gpos dePassiflora
avaliados em condi¢cdes de ocorréncia natural, neemiale 15,6% a 93,3%. A progénie
RC1-H57-83 se destacou por apresentar menor irhkceseveridade do virus do
endurecimento dos frutos (15,6%), seguido do RC3-64 (17,8%), enquanto as
progénies RC1-H49-63 e RC1-H49-70 apresentaram iorniadice de severidade
(93,3%) a virose do endurecimento.

A andlise de cluster das progénies RC1 [(BGP330GP®/7) x BGP330]
formou quatro grupos. O grupo | (verde) foi constio por 16 progénies (18,2%) com
o indice de doenca variando de 15,6% a 33,3% (&ighJ, sendo consideradas como
tolerantes. O grupo Il (rosa) composto por 22,7% mtagénies, com indice de doenca
variando de 37,8% a 48,9%, sendo também classificatho medianamente resistente
(Figura 3c). Nos grupos | e Il ha predominancigdménies da série RC1-H44 (33%),
provavelmente o parental (hibrido F1-H44) possuas@o genoma o(s) gene(s) para
resisténcia a virose devido a baixa intensidadsimtemas nas folhas. Este resultado &
interessante para o programa de melhoramento,apuariacdo do indice de doenca
existente entre as progénies contribui para a&elde gendtipos com maior tolerancia
ao CABMV. Por sua vez, o grupo lll (azul) foi congpm por 51,13% das progénies

avaliadas, com variacdes no indice de doenca dé®%4.,75,6%, sendo caracterizado
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como suscetivel ao CABMV, obtendo destaque paprogénie da série RC1-H45
(Figura 3d). O grupo IV (vermelho) composto por 5#0 das progénies e que
apresentou sintomas mais severos da doenca obsep®iores indices, variando de
80% a 93,3%, sendo considerado altamente suscediveicidéncia da virose,

evidenciando a progénie RC1-H49 (Figura 3e).
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Figura 3. A) Dendrograma de dissimilaridade geaétie maracujazeiro, com base na
avaliacdo da sintomatologia do CABMV, utilizandossdistancia de Gower
e obtido pelo método de agrupamento UPGMA. B) Histma da
distribuicdo de hibridos interespecificos toleran{R); C) Histograma da
distribuicdo de hibridos interespecificos mediamameesistentes (MS); D)
Histograma da distribuicdo de hibridos interespmasf suscetiveis (S) e E)
Histograma da distribuicdo de hibridos interespaadfaltamente suscetiveis
(AS). m — Genitor feminino (BGPO77) e genitor masculinGE330).

A similaridade média das progénies, considerada aederidade da virose na
planta, em relagcédo aos parentais, BGP077 e BGPa3@uwde 0,93 a 0,35 e de 0,93 a
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0,49, respectivamente (Figura 4a). A similaridadéree 0s parentais em relacdo as
progénies da primeira geracdo de retrocruzamen@il)fdica a predominancia da
progénie da série RC1-H45, apresentando maior asioide (0,83) com o genitor
recorrente BGP330. Em contrapartida, as progén&ZsiR44 e RC1-H57 apresentaram
maior similaridade ao genitor feminino BGP0O77 corB810e 0,79, respectivamente
(Figura 4b). Desta forma, verifica-se uma proxmwiel genética entre as progénies do
grupo | e Il com o parental feminino BGPOH. ¢€incinnatd considerada tolerante ao
CABMYV (OLIVEIRA et al., 2013) com destaque parahibridos RC1-H44-9 e RC1-
H44-12 com severidade de 22% e 26%, respectivam@rigura 3). As progénies do
grupo Il e IV foram mais similares ao parental mdsio BGP330 . edulisf.
flavicarpa), espécie considerada suscetivel ao virus, coroendie severidade acima de
51% (Figura 3).

Considerando que as progénies avaliadas sao daeimingeracdo de
retrocruzamento, espera-se que 75% do genoma domgeruorrente (BGP330) e 25%
do genitor doador (BGP0O77) assim, a severidader@se/iao longo dos ciclos de
retrocruzamento tende a ser mais proximos do preatorrente. A escolha de
genotipos com maior similaridade em relacdo aotgemecorrente pode reduzir o
namero de geracdes necessarias para recuperar namde gparte do seu genoma
(MORAES et al, 2005; FONSECA et al, 2009).
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Figura 4. A) Similaridade média dos parentais (BGP@ BGP330) em relacédo as
progénies RC1 classificadas como R (Resistente), (MRdianamente
Resistente), S (Suscetivel) e AS (Altamente Susagitom base no indice
de doenca e analise cluster (Figura 3). B) Sindiéaté média dos parentais
(BGPO77 e BGP330) em relagdo as progénies da panggracdo de
retrocruzamento (RC1) com base na severidade doegichento dos frutos
do maracujazeiro.
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Junqueira et al. (2005) verificaram resisténciCA®BMV nas folhas na espécie
P. setacea@ em plantas F1 de cruzameRoedulise P. setaceaNa geracdo RC1, as
plantas foram classificadas como susceptiveis eta ga RC2 a classificacao foi de
altamente susceptivel. Desse modo, acredita-seegisténcia das plantas a virose foi
diluida durante os retrocruzamentos chegando asntle severidade similares aos
observados no genitor masculino, o que pode sedalev natureza poligénica dessa
resisténcia.

Segundo Oliveira et al. (2013), a finalidade de peen a avaliagcdo de espécies
de Passiflorg sobretudd®. cincinnatae P. setaceageve-se ao fato de que observacdes
de campo indicaram que estas espécies tendem seafare sintomas mais leves da
virose do endurecimento dos frutos. Outros estta@mdém apontam para espécies de
Passiflora que possuem gene para resisténciasewlim endurecimento (JUNQUEIRA
et al., 2005, MACIEL et al., 2009).

De acordo com a média da absorvancia realizadaRAeELISA, todos os 88
individuos e o controle positivo reagiram positiearte com o antissoro policlonal
contra o CABMV, confirmando que o teste foi reali@aecorretamente (Figura 5). De
acordo com a média das absorvancias, observa-sasgpegénies RC1-H44 e RC1-
H57 apresentaram valores inferiores (0,477 e 0,4@Spectivamente) quando
comparadas as demais progénies. O baixo valor derva@logia obtido para esses
genotipos, quando comparados aos do controle ymstias demais progénies, pode
indicar um grau de tolerancia nas plantas hibriasretanto, quando se compara 0s
genitores, verifica-se que B. edulisf. flavicarpa (BGP330), considerado suscetivel,
obteve valor de absorvancia inferior & cincinnata (BGP077), avaliado como
medianamente resistente. Esses resultados indicana quitensidade de sintomas nas
plantas, em condi¢cdes de ocorréncia natural, depeedaliversos fatores como
agressividade da estirpe viral, das condicbes artdige e do individuo avaliado
(NOVAES; REZENDE, 1999; NASCIMENTO et al., 2006pd93ivelmenteP. edulisf.
flavicarpaque apresentou sintomas bastante visiveis nasgdeli de severidade, pode
ter uma maior eficiéncia nos processos de replicactianslocacédo do virus na planta.
Outra possibilidade seria o virus induzir sintomasis severos nas plantas,
independente da concentracdo das particulas y@isnem sempre esta € diretamente
proporcional a severidade dos sintomas (RESENDRIE,2000).

116



0.70
0.599 0.595

0.507 0.516
. 0.480 0.477 0.465
0.00

BGP077 BGP330 RC1-H30 RC1-H44 RC1-H45 RC1-H49 RC1-H57

o o o o
w » 0w o
S ©o o o

Absorvancia (405nm)

o
N
o

Gendtipos
B
2.00 1.83
B
$ 1.50
o
N
io]
(%100 0.756
g 0.480 0.569
£0.50 1 0.361
. AR
0.00 _—
R MR S AS C- C+
Severidade

Figura 5. Valores de absorvancia para PTA/ELISAdeentaisP. edulisf. flavicarpa
(BGP330), P. cinccinata(BGP077) e progénies RC1 avaliados quanto a
resisténcia ao CABMV. Resistente (R); Medianamemgsistente (MR);
Suscetivel (S); Altamente suscetivel (AS); Contragativo (C-) e Controle
positivo (C+).

Apesar de todos os RC1 terem apresentado infecg@mngca com diferentes
concentracdes virais, houve variabilidade entreinoviduos quanto ao indice de
severidade dos sintomas apresentados, corroborasdaesultados obtidos pela
sintomatologia visual. Essa variabilidade pode redigada a determinacdo de
sintomatologia e replicacdo, existentes no genoira. \Novaes e Rezende (2003),
utilizando o teste ELISA, identificaram também cemicaces virais muito irregulares
entre diferentes folhas, e até mesmo em diferertgées da mesma folha, ao estudar

estirpes deste virus em maracujazeiro. Essa Jiitede pode estar associada a
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heterogeneidade genética do género, pois se egiadtas de polinizacao cruzada. Por
outro lado, a exploracdo da variabilidade genééntre espécies dPassiflora e,
sobretudo, dentro da espécie cultivada, poderdarefantes de resisténcia no controle
da doenca em campo. De acordo com os resultadio®®bé possivel pressupor que a
sintomatologia observada pelo indice de severiddmeCABMV, pode néo estar
diretamente relacionada as concentracdes virais, gdlistribuicdo das particulas na
planta depende da translocacéo e replicacédo de girel nem sempre sdo homogéneas e
bem distribuidas ao longo do sistema vascular.

A analise de agrupamento dos individuos, segundarésveis morfoldgicas das
plantas, utilizando o método hierarquico aglomeoatia média entre os pares nao
ponderados (UPGMA), realizado a partir da distadei@aower apresentou coeficiente
de correlacdo cofenética (0,80), indicando que @ozoncordancia entre a distancia
genética e a matriz original, assegurando as imé&é realizadas por meio da Figura 6.
Observa-se a formacao de nove grupos, destesypssgr, Il, V e VIl reuniram nimero
maior de progénies, 23,9%, 22%, 12,5% e 15,9%entslamente, com destaque para o
grupo Il que apresentou maior variabilidade em ¢srohe genealogia dos cruzamentos,
incluindo representantes das progénies RC1 (H3@, H45, H49 e H57). O grupo llI
foi constituido por 5,7% das progénies, havenda@renancia de individuos RC1-
H57. Por sua vez os grupos IV, VI e VIl alocarand% das progénies, reunindo
individuos do RC1-H30, H49, H45 e H57, evidenciamdgrupo IV que alocou o
genitor masculind®. edulisf. flavicarpa (BGP330) e as progénies mais proximas em
relacdo ao parental recorrente. Em contrapartidgrupo 1X formado pelo genitor
feminino P cincinnata(BGPO077) classificada comautgroup possivelmente por ser
espécie silvestre, onde se observa diferencas fisgjnias nas caracteristicas

morfologicas dos individuos.
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Figura 6. Dendrograma representando a dissimildeidgnética de hibridos interespecifid®saincinnata x P. edulis flavicarpa) de

maracujazeiro com base na avaliagdo morfologidgarndo-se a distancia de Gower e método de agrapto UPGMA.
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A Figura 7 ilustra o processo de recuperacdo damrganrecorrente pelo
programa de retrocruzamento com base nos dadoardetarizacdo morfolégica. De
acordo com as caracteristicas morfologicas, a pied@C1-H49-75 foi a mais proxima
com 0,95 de similaridade ao BGP3@&hquanto que a RC1-H49-65, seguida da RC1-
H45-50 foram as mais proximas &ocincinnata ambascom 0,80 de similaridade. A
proximidade genética entre os mesmos, principakneoim o parentaP. edulisf.
flavicarpa, ja era esperada, pois nas progénies RC1 espefa%edo genoma do
genitor recorrente e 25% dcincinnata,sendo mais coerente com a genealogia dos
materiais genéticos avaliados, visto que os caexctaorfoldgicos ao longo dos ciclos
de retrocruzamento tentem a ser mais proximos dengz recorrente. Entretanto,
guando se correlaciona essas progénies com a me@dée virose, verifica-se que as
progénies RC1-H49-75 (66,7%) e RC1-H45-34 (73,3@parh classificadas como
suscetivel ao CABMV e as progénies RC1-H49-65 3,2 RC1-H45-50 (60%)

foram classificadas como medianamente resistestisaetivel, respectivamente.
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Figura 7. Similaridade das progénies RC1 de masaeup ao genitor recorrente,
edulisf. flavicarpa (A) e doadorP. cincinnata(B) com base com base na
avaliacdo morfologica.
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A similaridade genética média estimada a partira#mos morfologicos revelou
gue todas as progénies resultantes do cruzameRtociicinnatax P. edulisf.
flavicarpa x P. edulisf. flavicarpg foram mais similares ao parentgl edulisf.
flavicarpa (Figura 8a). De maneira geral, a similaridade médime os parentais em
relacdo aos grupos das progénies das séries (R€IR@L-H30, RC1-H57, RC1-H45
e RC1-H49) é uma indicacdo de similaridade destapog ao genitor recorrente
(BGP330), com destaque para o grupo da série R@lejdd apresentou similaridade
de 0,84 (Figura 8b). Apesar de se obter sucessiisoaminacdo de géneros e espécies
de Passifloracom descritores morfolégicos, os descritores tptalos ndo conseguiram
captar pequenas diferencas fenotipicas entre @gidods que possam discriminar 0s

hibridos avaliados.

A) B)
BGP077 mBGP330
1.00

0.82
0.84 0.83 0.80 0.81 0.80
0.80
. 0.7 0.6 0.7 0.6 0.6
0.60
0.70 2 040
0.00

RC1-H44 RC1-H30 RC1-H57 RC1-H45 RC1-H49
BGP330 BGMO77 _
Genotipos

Similaridade média
Similaridade média

Figura 8. Similaridade média dos parentais (BGP@7BGP330) em relacdo as
progénies da primeira geracédo de retrocruzamerR&€t (A) e relacdo a

cada grupo de progénies (B) com base na avaliag&oldgica.

7

A caracterizacdo morfolégica € uma etapa fundarhesma programas de
melhoramento de plantas, visto que permite estinvariabilidade genética e indicar os
melhores gendtipos a serem utilizados. Este comeetd possibilita ao melhorista
explorar a diversidade, transferindo alelos favdgvencontrados em espécies
silvestres, como 0s responsaveis por resisténcidoeéncas, por intermédio de

cruzamento interespecifico.
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4. CONCLUSOES

A incidéncia de virose avaliada nas progénies ddisrindica que as progénies
das séries RC1-H44 e RC1-H57, foram mais similaod3. cincinnatajmais tolerantes
ao CABMV e apresentam baixos valores de absorvancia

O hibrido RC1-H57-83 se destaca por apresentar miedice de severidade do
CABMYV (15,6%), podendo ser utilizado como genitmfnino na geracdo RC2.

A caracterizacdo morfologica nas progénies hibrigassibilita a identificacéo
de individuos com caracteristicas mais similaregpaosntais e com diferentes graus de
tolerancia ao CABMV.
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CAPITULO IV

SELECAO DE PROGENIES RC1 DE MARACUJAZEIRO COM BASE EM
MARCADORES iPBS

RESUMO

Apesar da crescente importancia da cultura do mgagro no Brasil, ndo existem
gendtipos resistentes ao CABMV disponiveis parantigacomercial. A hibridacéo
interespecifica com recuperacdo do genitor recar@sgociada as técnicas moleculares
permite acelerar o processo de obtencéo de nowvdsiges. Sendo assim, o objetivo do
presente trabalho foi avaliar a recuperacdo do ganwenorrente em hibridos da
primeira geracao de retrocruzamento por meios deadares moleculares iPBS. Os
dados binarios foram empregados para estimar o nolto&l de bandas amplificadas,
locos polimérficos e a porcentagem de locos polimds de cada marcador e
posteriormente foi obtido um dendrograma com basénatriz de similaridade com
indice de coincidéncia simples e agrupamento pdeMR. O poder de discriminacao
dos marcadores foi avaliado utilizando o Conteuddnftr]macéo Polimorfica (PIC).
Os marcadores retrotransposons avaliados originanatotal de 228 fragmentos iPBS,
obtendo em média 20,7 por marcador. Deste total,%®Xoram classificados como
polimorficos, com uma média de 18,9 por marcadama®cador mais informativo foi o
iPBS 2221-31, pois obteve o maior conteudo de mné&g&o polimorfica. Os marcadores
iIPBS foram capazes de distinguir progénies RC1lals parentais e quantificou a
recuperacdo do genoma recorrente. As progénies H5Z189 e RC1-H49-77 com
maior percentagem do genoma do genitor recorreptesentam também maior
severidade de virose. As progénies RC1-H57-85 e-R&7E91 por serem mais
tolerantes ao CABMV séo promissoras ao proximaaild retrocruzamento. A analise
de agrupamento revelou variabilidade genética estigrogénies RC1, o que demonstra

potencial para serem utilizadas nas geracoes segula retrocruzamento.

Palavra-chave: Passiflora edulis retrotransposons, marcadores moleculares, hibrido

interespecifico.
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CHAPTER IV

PASSION FRUIT OF HYBRID RC1 SELECTION BASED ON MARK ERS IPBS

ABSTRACT

Despite the growing importance of passion fruitpcno Brazil, there are no genotypes
resistant CABMV available for commercial plantinbp this context, interspecific
hybridization with recovery of recurrent parent asated with molecular techniques
can speed up the process of obtaining new genotyies, the objective of this study
was to evaluate the recovery of recurrent genomeybrids of the first generation of
backcrossing by means of molecular markers IPB8.biimary data (1 = the presence of
band and 0 = no band) were obtained for each aeghample, and used to construct a
similarity matrix, from which the genetic distancbstween RC1 hybrids and the
parents were estimated by coincidence index. Bidatg were also used to estimate the
total number of amplified bands, polymorphic londgpercentage of polymorphic loci
of each marker. For the grouping, we used the aofagissimilarity the UPGMA
method. The discriminatory power of the markers waerformed using the
Polymorphic information content (PIC). The evaldatestrotransposons markers
originated a total of 228 IPBS fragments, obtainamgaverage of 20.7 per marker. Of
this total, 91.1% were classified as polymorphighvan average of 18.9 per marker.
The most informative marker was the IPBS 2221-8had the highest polymorphic
information content. The IPBS markers were abl@alitterentiate hybrids RC1 of its
parent and quantified the recovery of recurrenoge® The progenies RC1-H57-89 and
RC1-H49-77 with the highest percentage of recurpamént genome also have greater
severity of virus. The RC1-H57-85 and H57-91-RCbganies to be more tolerant
CABMV are promising the next backcross cycle. Glusanalysis revealed genetic
variation among progenies RC1, which demonstrdiespbtential to be used in the

following generations of backcrossing.

Keyword: Passifloraspp., retrotransposons, molecular markers, interfspaybrid.
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1. INTRODUCAO

O Brasil destaca-se como o mais importante cengrovatiacdes genéticas
observadas no géneRnassiflorg pois se avalia que muitas espécies silvestresnsej
originarias do pais (BERNACCI et al., 2013; FERREJR2005). O maracujazeiro
amarelo P. edulisf. flavicarpaDeg.) é a espécie drRassifloramais produzida no Brasil
e no mundo, sendo inclusive predominante nos pamaikzados comercialmente no
territério nacional (MELETTI, 2011; HAFLE et al.0@9; BELLON et al., 2007). A
crescente evolucdo na area de cultivo no BrasilOftowos anos gerou produtividade
14,48 t hd (IBGE, 2014). Entretanto, a intensificacdo de pgé nao foi suficiente
para atingir o potencial produtivo (48 tHalo maracujazeiro amarelo (FREITAS et al.,
2011).

A baixa resisténcia aos principais problemas faogérios tem provocado a
reducdo da area plantada e, consequentementefeiim#o diretamente na
produtividade do maracujazeiro (MELETTI, 2011; OBNRA et al., 2013). As
principais variedades comerciais apresentam sbgikide as doencas causadas por
virus, principalmente ao do endurecimento dos $uttuja causa € conferida ao
CABMYV - Cowpea aphid-borne mosaic vir(dASCIMENTO et al., 2004). Contudo, a
utilizacdo de genotipos melhorados e resistente@scas pode resultar em progresso
da produtividade do maracujazeiro (NEVES et al.120FREITAS et al.,, 2015;
SANTOS et al., 2015).

O desenvolvimento de cultivares através de hib&@dagterespecifica com o uso
de espécies silvestres confd. cincinnata considerada resistente ao CABMV
(OLIVEIRA et al., 2013), e cultivares comercigisdem ser utilizadas para aumentar os
niveis de resisténcia e diminuir os prejuizos cdosgor este virus (SANTOS et al.,
2015). Este cruzamento pode ser promissor, pogspécied?. edulis,P. cincinnatae
seus hibridos interespecificos apresentam coregacdariotipicas satisfatorias
(AZEVEDO et al., 2011). Aléem do atributo resisténcP. cincinnataé encontrado em
quase todas as regides semiaridas do Nordestdelyrag apresenta produtividade,
mesmo com escassez de agua (ARAUJO et al., 20@R)s A obtencido do hibrido
interespecifico as progénies selecionadas paratéesia sdo submetidas a varias
geracoes de retrocruzamento para recuperar o getimparental com as caracteristicas

agrondmicas desejaveis.
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O uso de marcadores moleculares pode aumentacianefa do processo de
recuperacdo do genoma recorrente, pois identifisaingividuos mais proximos
geneticamente do genitor recorrente e antecipa @ruide geracdes necessarias para a
transferéncia da caracteristica de interesse (HDSPICHARCOSSET, 1997).

O uso de marcadores moleculares baseados em apfabisons com regides
LTRs (Long Terminal Repedtstem desempenhado um papel importante na
caracterizacdo genética de genotipos, pois os AbRaBundantes e bem distribuidos do
genoma (KALENDAR et al.,, 2010; SCHULMAN et al., Z01 Sendo assim, a
utilizacdo de marcadores moleculares baseados #&ptraasposons, como o iPBS
(inter-primer binding sity pode ser uma ferramenta poderosa pafiagerprinting
(GUO et al., 2014), pois permite estudo da variddile genética, através da quantidade
elevada de polimorfismos, além de aumentar o nurderanformacfes e reduzir o
tempo necesséario para se alcancar resultados egrapras de retrocruzamento
(FERREIRA; RANGEL, 2011; FALEIRO, 2007). Assim, bjetivo do presente estudo
foi avaliar a recuperacdo do genoma recorrente émdbé da primeira geracdo de
retrocruzamento d@assiflorapor meio de marcadores moleculares iPBS e seleciona

genitores mais tolerantes ao CABMV.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Material vegetal

Foram analisados 93 progénies do Programa de Melteto Genético do
Maracujazeiro, sendo o BGPO7P. (cincinnata Mast.) como genitor feminino, o
acessos BGP33®( edulisf. flavicarpaDeg.) genitor masculino. Esses acessos foram
cruzados e da descendéncia foram selecionadasgénps H44, H45, H49 e H57 para
tolerancia ou resisténcia a virose do endurecimeids frutos. As progénies
selecionadas foram retrocruzadas com o BGP330 dandem a 91 hibridos da
primeira geragao de retrocruzamento — RC1, sende moogénies RC1-H30, 24
progénies da RC1-H44, 26 progénies da RC1-H45, ra@épies da RC1-H49 e 11
progénies da RC1-H57 (Tabela 1).
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Tabela 1Descri¢do dos 91 hibridos da primeira geracéotdecrezamento - RC1 e

seus genitores feminino (M) e masculino (P) utdizana analise molecular.

Ne° Plantas Retrocruzamento No° Plantas Retrocruzamen
M BGPO77 P. cincinnata 46 RC1-H45-46
P BGP330 P. edulis 47 RC1-H45-47
1  RC1-H44-1 48 RC1-H45-48
2 RC1-H44-2 49 RC1-H45-49
3 RC1-H44-3 50 RC1-H45-50
4  RC1-H44-4 51 RC1-H45-51
5 RC1-H44-5 52 RC1-H45-52
6  RCL-H44-6 53 RC1-H45.53 (1H49)XBGP330
7 RC1-H44-7 54 RC1-H45-54
8 RC1-H44-8 55 RC1-H45-55
9 RC1-H44-9 56 RC1-H45-56
10 RC1-H44-10 57 RC1-H45-57
11 RC1-H44-11 58 RC1-H45-58
12 RC1-H44-12 50 RC1-H45-59
13 RC1-H4a-13 (FHA4) X BGP330— o Ha9-60
14 RC1-H44-14 61 RC1-H49-61
15 RC1-H44-15 62 RC1-H49-62
16 RC1-H44-16 63 RC1-H49-63
17 RC1-H44-17 64 RC1-H49-64
18 RC1-H44-18 65 RC1-H49-65
19 RC1-H44-19 66 RC1-H49-66
20 RC1-H44-20 67 RC1-H49-67
21 RC1-H44-21 68 RC1-H49-68
22 RC1-H44-22 69 RC1-H49-69
23 RC1-H44-23 70 RC1-H49-70 (FH49) x BGP330
24 RC1-H44-24 71 RC1-H49-71
25 RC1-H30-25 72 RC1-H49-72
26 RC1-H30-26 73 RC1-H49-73
27 RC1-H30-27 74 RC1-H49-74
28 RC1-H30-28 75 RC1-H49-75
29 RC1-H30-29 (FH30) x BGP330 76 RC1-H49-76
30 RC1-H30-30 77 RC1-H49-77
31 RC1-H30-31 78 RC1-H49-78
32 RC1-H30-32 79 RC1-H49-79
33 RC1-H30-33 80 RC1-H49-80
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Continuacao (Tabela 1)

34 RC1-H45-34 81 RC1-H57-81

35 RC1-H45-35 82 RC1-H57-82

36 RC1-H45-36 83 RC1-H57-83

37 RC1-H45-37 84 RC1-H57-84

38 RC1-H45-38 85 RC1-H57-85

39 RC1-H45-39 86 RC1-H57-86(FH57) x BGP330

(F1H45) x BGP330

40 RC1-H45-40 87 RC1-H57-87
41  RC1-H45-41 88 RC1-H57-88
42  RC1-H45-42 89 RC1-H57-89
43  RC1-H45-43 90 RC1-H57-90
44  RC1-H45-44 91 RC1-H57-91

45  RC1-H45-45

2.2 Extracdo de DNA gendmico foliar

O DNA gendmico dos genotipos foi extraido a patéirfolhas jovens coletadas
de plantas adultas mantidas a campo. Para os aiaréBGP077 e BGP331), foram
coletadas folhas de dez plantas para constituppamhde amostra dos referidos acessos.
As folhas foram identificadas e acondicionadas amas de isopor contendo gelo. No
laboratorio, as amostras foram armazenadas enfeeiter a -80 °C até o momento da
extracdo do DNA. Posteriormente, o DNA foi extraidmpregando o protocolo
adaptado de Doyle e Doyle (1990). Para cada indivichacerou-se aproximadamente
500 mg de tecido vegetal com o auxilio de almofargistilo em nitrogénio liquido. O
macerado foi transferido para tubos do tipo eppénder2 mL (os tubos foram
preenchidos em 1/3 com material macerado), aofquatlicionado 1000 puL do tampéao
de extracdo pré-aquecido em banho-maria a 65 @6(2°TAB, 1,4 M NaCl, 0,1M
Tris HClI pH 8,0, 20 mM EDTA, 0,8%f3-mercaptoetanol, 2,0% PVP -
Polivinilpirrolidona) e homogeneizado em vortex paslta de 5 segundos. Apés
incubacdo das amostras a 65 °C por 60 minutos ((@mezacdo a cada 10 minutos), as
mesmas foram centrifugadas a 10.000 rpm por 5 ws8n@ sobrenadante (700 pL) foi
transferido para novos tubos de 2 mL e adiciondfis pL de cloroférmio:éalcool
isoamilico (24:1), agitando suavemente o0s tubos Ppominutos, seguido de
centrifugacdo a 10.000 rpm por 5 minutos. As duapas anteriores foram repetidas
com o intuito de obter melhor qualidade do matealsobrenadante foi transferido

para tubos de 1,5 mL devidamente identificados. &&los nucleicos foram
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precipitados pela adicdo de 36 do volume de alcool isopropilico gelado, e
incubados por 30 minutos a -20°C. Em seguida, cigitado foi sedimentado por
centrifugacdo a 10.000 rpm por 8 minutos e o sobi@rta descartado. Procedeu-se a
lavagem do precipitado por duas vezes com H0@e etanol a 70%, cada vez por 2
minutos e na terceira vez centrifugado a 10.0005aninutos. Apds o descarte do
altimo sobrenadante, o pellet foi seco por 5 miawa37°C na estufa. Em seguida, o
DNA foi ressuspenso em 20 de solugéo TE (Tris-EDTA - 10 mmol'LTris-HClI, 1
mmol L'* EDTA, pH 8,0) contendo gL de RNAse e incubado em estufa a 37°C por 30
minutos. Na sequéncia, adicionou-seu0e NaCl 5M e 13@L de alcool isopropilico
gelado. A solucao foi armazenada em geladeira panihutos, para total precipitacdo
do DNA e depois centrifugada a 10.000 rpm por 8utais e 0 sobrenadante descartado.
Procedeu-se novamente a lavagem do precipitaddyas vezes com 5QQ. de etanol

a 70%, cada vez por 2 minutos e na terceira vegifteyado a 10.000 rpm por 5
minutos. Apds o descarte do etanol, o DNA foi spop 30 minutos sob temperatura
ambiente e com os tubos invertidos. Por fim, o Da¥&aido foi ressuspenso em a0

de TE e armazenado em ultrafreezer a temperatu@0deC.

2.3 Quantificacdo do DNA

A integridade e a concentracdo de DNA foram avaBaein gel de agarose 1%,
utilizando-se 5uL do DNA extraido em 1uL de coraamal de bromofenol (0,25% de
bromofenol e 30% de glicerol), em tensdo constdet&’O volts por 60 minutos. A
guantidade de DNA foi estimada por andlise comparatas amostras com o DNA
lambida em transluminador com luz ultravioleta, aledo-se em consideracdo as
intensidades das bandas reveladas pela coloracadommneto de etidio. Com base
neste resultado, as amostras foram diluidas e piaddas para a condicdo de trabalho
de 5ng pt.

2.4 Reacao de amplificacdo do iPBS (Inter-Primer Bimdj Site)

Foram utilizados 11 marcadores iPBS (KALENDAR et 2010), indicados na
literatura como polimérficos. Os marcadores utdas foram: 2393-18, 2374-8, 2239-
29, 2375-9, 2221-31, 2386-15, 2377-11, 2385-142228 2237-27 e 2238-28 (Tabela

2). A reacao em cadeia da polimera3elymerase Chain ReactiorPCR) foi realizada
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conforme descrito por Kalendar et al. (2010), comdificacdes na temperatura de
anelamento (Tabela 2). A reacdo de amplificacdedtiulada para o volume final de
15uL, contendo 0,2 mM de dNTPs; 10 mM tampéo (50 Tald-HCI, 20 mM KCI); 2
mM de MgC}; 1U de Taq polymeraggnvitrogen); 0,6uM de primeriPBS; 25 ng de

DNA e agua ultrapura para completar o volume fimatehcao.

Tabela 2. Marcadores moleculares iPBS utilizadoscaeacterizacdo de hibridos

interespecificos de maracujazeiro.

Primer iPBS Sequéncia (5-3) Ta (°C) Referéncia
2393-18 TACGGTACGCCA 51 Kalendar et al., (2010)
2374-8 CCCAGCAAACCA 55 Kalendar et al., (2010)
2239-29 ACCTAGGCTCGGATGCCA 55 Kalendar et é&010)
2375-9 TCGCATCAACCA 54 Kalendar et al., (2010)
2221-31 ACCTAGCTCACGATGCCA 55,6 Kalendar et €010)
2386-15 CTGATCAACCCA 51 Kalendar et al., (2010)
2377-11 ACGAAGGGACCA 54 Kalendar et al., (2010)
2385-14 CCATTGGGTCCA 52 Kalendar et al., (2010)
2232-26 AGAGAGGCTCGGATACCA 55,4 Kalendar et §€2010)
2237-27 CCCCTACCTGGCGTGCCA 55 Kalendar et(aD10)
2238-28 ACCTAGCTCATGCCA 56 Kalendar et al., 12D

As amplificacbes foram realizadas em termociclggogramado para um ciclo
de desnaturacdo de 3 minutos a 95 °C, seguido dacB® de desnaturacdo de 15
segundos a 95°C, 1 minuto de anelamento (Ta °Cbeld&), 1 minuto de extensao a
68 °C, uma extensao final a 72°C por 5 minutosia@ifiando a 4°C. Apds a reacéo de
amplificacéo, foram adicionado 3uL de corante aeubromofenol para cada amostra e
aplicadas em gel de agarose a 2,5%, corado comelsode etidio e submerso em
tampao TBE 0,5x (45 mM Tris-borato, 1 mM EDTA) p8rhoras a 60 volts. O
marcador molecular utilizado foi 100pb DNA Laddéudwig Biotec). Finalizada a

corrida, os géis de agarose foram visualizadog altravioleta.

2.5 Avaliacdo da severidade da virose em progénies RC1

As avaliacbes dos sintomas da virose foram reazadsualmente apés a

ocorréncia natural da doenca no campo, conformeitieso capitulo 1 pagina 27. Foi

134



realizada uma avaliacdo a cada 15 dias no periedmaico a outubro de 2013,
totalizando 15 avaliagBes em plantas com sete nuesetade. Utilizou-se o critério de
sintomatologia visual, de acordo com a intensiddelenanifestacédo dos sintomas em
toda planta, segundo Oliveira et al. (2013). A seegle dos sintomas foliares foi
avaliada por meio da escala de notas de 1 a 4, giopor Novaes e Rezende (1999) e
adaptada por Sousa (2005), sendo: 1= sem sint@naspsaico leve sem deformacoes
foliares; 3= mosaico severo sem deformacao foliat=emosaico severo, bolhas e
deformac®es foliares. Para cada planta avaliadaafoulado o indice de severidade das

doencas segundo indice de McKinney (1923).

2.6 Analise dos dados

Os dados foram obtidos pela avaliacdo visual deddmramplificadas mais
evidentes nos 93 individuos. Os fragmentos iPB&nio calculados como dados
binarios (1= presenca de banda e 0= auséncia d@pda cada amostra amplificada.
Para cada primer foi calculado o numero total dedha amplificadas, locos
polimorficos, porcentagem de locos polimorficos e conteddo de informacao
polimorfica (PIC) proposto por Roldan-Ruiz et &00Q0): PIG=2f(1-f). Em que PIC
conteudo de informacdo polimorfica do marcadgr; ffequéncia de fragmentos
presentes por marcador;;lffequéncia de fragmentos ausentes por marcador.

Os dados binarios também foram utilizados para &nghb de matriz de
similaridade utilizando o indice de coincidénciangies e como método de
agrupamento UPGMAUnweighted Pair Group Method with Arithmetic MganAs

analises foram realizadas no programa GENES (CRUL3).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracterizacédo dos marcadores moleculares iPBS

Os primers retrotransposons testados originaranbai@as iPBS com média de
15,5 bandas por primer. O maior niumero de banda®lfgara o iIPBS 2375-9 e os
menores foram para o0 iPBS2374-8 e iIPBS2232-26 cem lihndas amplificadas
(Tabela 3). Deste total de marcadores obtidos, (888%) foram classificados como

polimdrficos, com uma média de 13,7 fragmentosnp@dficos por marcador.
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Os marcadores 2393-18, 2239-29, 2375-9, 2232-2Q7-2Z e 2238-28
apresentaram bandas monomorficas entre os gendépiaglos. Fonseca et al. (2009)
relataram que a origem dos individuos utilizadosceimamentos interespecificos € um
fator importante na alta porcentagem de marcadpodisnérficos. A alta taxa de
polimorfismo é um indicativo de que o uso de maocasl moleculares dominantes,
baseados em retrotransposons, foi eficaz na gewgetip das progénies @assiflora
Segundo Kalendar et al. (1999) a disposicdo acadagetrotransposons no genoma,
quantidade e dispersdo dos elementos transponigEscCromossomos Sao pontos
importantes para a identificacdo e descricao detigpersd

Nao foram encontrados estudos publicados utilizamdocadores iPBS para
caracterizar acessos ou hibridos interespecifieé®adsiflora Entretanto, os resultados
obtidos neste estudo corroboram com estudos rdakzpor Guo et al. (2014), que ao
analisarem a diversidade molecular de variedadesddea {itis viniferal) com base
em 15 marcadores iPBS, encontraram alta porcentdgelbandas polimorficas (86%).
Mehmood et al. (2013) produziram informagfes (eisre as relagbes genéticas entre
0s acessos de goiabeifds{dium guajavd..), utilizando seis marcadores iPBS e um
elevado grau de polimorfismo (85,7%).

Em estudos realizados com marcadores molecularesatigeza dominante
RAPD (Random Amplified Polymorphic DNASSR (nter Simple Sequence Repgats
AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphisnem Passiflorg ressalta-se a
existéncia de variabilidade em relacdo a quantidaelefragmentos amplificados.
Cerqueira-Silva et al. (2010), ao estimarem a didade genética de 20 acessode
edulisatravés da utilizacdo de 16 iniciadores RAPD,veloéim um total de 92 bandas,
sendo 62% polimérficas, observando-se uma meédia, ddragmentos por iniciador.
Bellon et al. (2014) avaliaram a variabilidade deaé de 32 hibridos intra e
interespecifico de maracujazeiro através da udieade nove iniciadores RAPD,
observaram 177 bandas amplificadas (95%). Em estlodefeito da diversidade
genética em genotipos @Rassifloraobtidos por diferentes métodos de melhoramento,
Costa et al. (2012), utilizando-se 23 iniciador8SR, conseguiram 266 fragmentos
amplificados, sendo que 97% foram polimoérficos. 8ardt al. (2011) ao estimar a
diversidade genética em 34 acessosPdeedulis utilizando 18 iniciadores ISSR

obtiveram 98% de bandas polimorficas. Por outro,ladavaliarem o polimorfismo
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por meio de marcadores dominantes AFLP, Pereird. g2013) obtiveram 18% de
polimorfismo em maracujazeiro doc®.(alatg. Ortiz et al. (2012) em estudo da
variabilidade genética em maracujazeiro roxo datpt@es comerciais na Coldmbia,
conseguiram 7% de fragmentos polimérficos. Aindsteeontexto, Cerqueira-Silva et
al. (2014) e Penha et al. (2013) em estudos visanthracterizacdo de maracujazeiro,
através do uso de marcadores microssatélites S8Bmatante, apontaram baixo
polimorfismo, com uma média abaixo de 20%. Sendoras resultados encontrados
com uso de marcadores dominantes derivados deéragisposons e com alto grau de
polimorfismo, observado neste estudo, foram efeagmndo comparados aos trabalhos
citados, confirmando a eficiéncia dos mesmos parearacterizacdo de hibridos
interespecificos deassiflora

O conteudo de informacao polimorfica (PIC) variouOg@47 primer 2221-31, e
o menor valor (0,173) para o primer 2385-14 (Tal®laA média calculada foi de
0,237, valor esse inferior ao encontrado por Mehnedad. (2013) e Guo et al. (2014)
com médias de 0,244 e 0,445, respectivamente pafeut@iras videira e goiabeira.
Segundo Hoffmann e Barroso (2006), os valores deteddo de informacao
polimorfica serdo mais informativos quando foremxmmos de 0,5; moderadamente
informativos os compreendidos entre 0,25 e 0,5 e@auformativos os inferiores a
0,25. Os marcadores 2221-31 e 2377-11 foram os rpalsnorficos e mais
informativos, pois apresentaram os maiores valatesPIC de 0,347 e 0,302,

respectivamente (Figura 1; Tabela 3).
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Tabela 3 Caracteristicas dos 11 marcadores moleculares uiB&dos em 91 hibridos RC1 e de seus genitores.

Total bandas

Primer iPBS amplificadas Locos polimérficos Taxa de polimorfismo (%) Valor médio PIC*
2393-18 17 12 70,6 0,179
2374-8 10 10 100 0,183
2239-29 15 13 86,7 0.264
2375-9 21 17 81,0 0,221
2221-31 20 20 100 0,347
2386-15 12 12 100 0,246
2377-11 16 16 100 0,302
2385-14 12 12 100 0,173
2232-26 10 5 50,0 0,192
2237-27 18 16 88,9 0,259
2238-28 19 18 94,7 0.244
Total 170 151 - -
Média 15,5 13,7 88,35 0,237

*PIC: Conteudo de informacao polimoérfica.
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Figura 1. Perfil eletroforético resultante da téaniPBS em 91 hibridos RC1 e seus
genitores dePassiflora utilizando o iniciador iPBS2221-3. M: marcador
100pb Ladderd: Genitor masculinoR. edulisf. flavicarpa). ¢: Genitor
feminino . cincinnata.
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Na Figura 2 observa-se que 69% das progénies apmesm® bandas
amplificadas comuns a ambos os genitores (1-1).0Btvo lado, 40% das progénies
tinham a presenca de banda, embora ausente (&@piwparentais. O maracujazeiro é
uma espécie alogama e heterozigota e cruzamerdmespecifico, pode resultar no
aparecimento dos gendtipos homizogotos recessiags pnogénies. Neste caso 0s
marcadores iPBS, que sdo marcadores dominantesamplificam estes genotipos.
Esses marcadores podem amplificar regides entrateodde retrotransposons. Sabe-se
que em hibridacdo interespecifica (SHAN et al., 200BSHKUSH; KHASDAN
2007), ataque de patdogenos (GRANDBASTIEN et al97)19como infeccdo viral
(DELLAPORTA et al., 1984) promove a ativacdo demedatos transponiveis. Desta
forma, se tais fatos tiverem ocorrido poderiam green o surgimento de novas marcas
moleculares. Além disso, hibridacbes dessa natysedam resultar em rearranjo do
genoma (KALINKA et al., 2010) e perda cromossoOngaga a estabilizacdo do genoma
(MORENO et al., 2014; CHAUDHARY et al., 2013; ANDRE-VIEIRA et al., 2013).

A eliminacdo do material genético ocorre na meigsessivelmente pela
auséncia de homologia cromossémica, segregacdoossOmica irregular ou por
diferencas de tempo na replicacdo entre espédiestpss levando a quebras e rearranjo
do genoma (ABBASI et al., 2010; MENDES et al., 200DRENO et al., 2014). Além
disso, sabe-se que na presenca de estresse biétioos abioticos pode ocorrer a
ativacdo dos retrotransposons e a inducdo a efjreds genes adjacentes aos
retrotransposons (CAPY et al., 2000; POURTAU et24l03; MELAYAH et al., 2001).
Esses eventos podem atuar isoladamente ou em tmrmgara explicar os resultados
obtidos. Dessa forma, estudos citogenéticos e mialexs sdo imprescindiveis para

elucidar tais observacoes.
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B Presenca nas progénies = Auséncia nas progénies

Figura 2. Percentagem de progénies com paresgltedraos amplificados presentes (1-
1) ou auséntes (0-0) em ambos 0s genitores e peesentausente nas

progénies RC1.

Similaridade das progénies RC1 com parentais

A similaridade genética média estimada a partir abbos moleculares revelou
que todas as progénies hibridas resultantes docremamento F. cincinnatax P.
edulisf. flavicarpa x P. edulisf. flavicarpg foram mais similares (0,660 parental
masculinoP. edulisf. flavicarpa (BGP330) (Figura 3A e 4B). A proximidade genética
entre os hibridos da primeira geracdo de retroomenéo e o0 genitoP. edulisf.
flavicarpaja era esperado, pois espera-se em 75% de recapetagenoma do genitor
recorrente e 25% do genitor doadOrmenor valor de similaridade genética (0,26) foi
obtido entre as espéci€s edulisf. flavicarpa e P.cincinnatarefletindo o grau de
distancia genética dos parentais. De maneira garaimilaridade média entre os
parentais em relacdo aos grupos das progéniesedas RC1-H44, RC1-H30, RC1-
H45, RC1-H49 e RC1-H57) indica similaridade desiegpos ao genitor recorrente
(BGP330), com destaque para o grupo da série RT1eid6 apresentou similaridade
de 0,69 (Figura 3B).

De acordo com as variacfes individuais da simiatéddas progénies, observa-
se que alguns individuos apresentam proporc¢oesrgea® dentro do esperado e outros

inferiores quando comparadas aos genitores. Edeeirfdica que, a similaridade
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genética de cada hibrido com o genitor recorréntedulisf. flavicarpa depende do
namero de geracdes de retrocruzamento e do nivetadenbinacdo a medida que se
avanca nas etapas subsequentes do melhoramentog@nig RC1-H49-76 foi a mais
proxima (0,49) do genitor feminin®.cincinnata(BGP077), enquanto que a RC1-H57-
89 foi a mais proxima (0,77) do genitor masculoedulisf. flavicarpa (BGP330)
(Figura 4A e 4B).
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EBGP077 mBGP330

0,65 0,65 0,67 0,66 0,69

RC1-H44 RC1-H30 RC1-H45 RC1-H49 RC1-H57
Progénies

Figura 3. A) Similaridade média dos parentais (BGP@ BGP330) em relacédo as
progénies da primeira geracdo de retrocruzamentm d¢mse em marcadores
moleculares iPBS. B) Similaridade média dos parentBGP077 e BGP330) em
relacdo aos grupos de progénies da primeira gexdgdetrocruzamento com base em
marcadores moleculares iPBS
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Figura 4. Similaridade das progénies RC1 de maaaeup ao genitor doador, BGP077
(A) e recorrente, BGP330 (B) com base no indicearcidéncia simples,
derivados de marcadores moleculares iPBS.
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Do total de progénies avaliadas, a progénie RC1-8%a@bteve porcentagem de
recuperacdo do genoma recorreftedduls f. flavicarpa em torno de 0,77 (Tabela 4).
A escolha de progénies com maior similaridad® aedulisf. flavicarpapode reduzir o
namero de geracfes necessarias para recuperaattealp seu genoma (MORAES et
al, 2005; FONSECA et al, 2009), mas por outro lgame consequentemente conferir
maior susceptibilidade a virose do endurecimentofidss. Essa observacdo pode ser
verificada no caso das progénies RC1-H57-89 e RCI-H que apresentaram mais
similaridade, porém com alta severidade da doeoga indice de 57,8% e 66,7%,
respectivamente. (Tabela 4). Entretanto, as pregéRC1-H57-91, RC1-H49-68 e
RC1-H57-85 se destacaram por apresentarem meneridse do CABMV com
22,2%, 17,8% e 15,6%, respectivamente e com sidalde genética ao genitor
recorrente de 0,72, 0,66 e 0,71, respectivamerste. iésultado indica que as menores
severidades existentes entre as progénies conasaaile em torno de 0,70 ao genitor
recorrente, contribuem para a selecado de hibridos roaior tolerancia ao CABMV a

proxima geracao de retrocruzamento.

Tabela 4. Similaridade genética com o genitor mecve BGP330 pelo coeficiente de
coincidéncia simples dos marcadores iPBS e indieeseveridade do

CABMYV (%) entre parentais e progénies RC1.

A o indice de A o Indice de
Progénie  Similaridade 0 - Progénie  Similaridade doenca
ca (%) (%)

BGPO77 - 36,0 RC1-H49-72 0,66 82,2
BGP330 - 66,1 RC1-H57-87 0,66 37,8
RC1-H57-89 0,77 57,8 RC1-H44-10 0,66 22,2
RC1-H49-77 0,75 66,7 RC1-H30-26 0,66 28,9
RC1-H49-78 0,73 60,0 RC1-H30-29 0,66 40,0
RC1-H57-91* 0,72 22,2 RC1-H30-33 0,66 80,0
RC1-H45-57 0,71 28,9 RC1-H45-34 0,66 60,0
RC1-H57-85* 0,71 15,6 RC1-H45-41 0,66 73,3
RC1-H45-54 0,70 66,7 RC1-H45-42 0,66 62,2
RC1-H57-86 0,70 40,0 RC1-H45-47 0,66 60,0
RC1-H57-88 0,70 40,0 RC1-H45-48 0,66 62,2
RC1-H45-55 0,69 46,7 RC1-H49-60 0,66 66,7
RC1-H45-56 0,69 71,1 RC1-H49-80 0,66 62,2
RC1-H45-58 0,69 33,3 RC1-H45-45 0,66 84,4
RC1-H57-90 0,69 22,2 RC1-H45-46 0,66 26,7
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Continuacao (Tabela 4)

RC1-H57-81 0,69 66,7 RC1-H44-21 0,65 51,1
RC1-H45-59 0,69 24,4 RC1-H30-27 0,65 40,0
RC1-H44-4 0,68 66,7 RC1-H49-69 0,65 71,1
RC1-H44-7 0,68 60,0 RC1-H49-64 0,65 93,3
RC1-H44-11 0,68 40,0 RC1-H30-28 0,65 55,6
RC1-H44-16 0,68 42,2 RC1-H30-31 0,65 42,2
RC1-H44-19 0,68 55,6 RC1-H49-65 0,65 31,1
RC1-H45-35 0,68 73,3 RC1-H49-76 0,64 66,7
RC1-H45-37 0,68 66,7 RC1-H44-9 0,64 37,8
RC1-H45-39 0,68 71,1 RC1-H44-13 0,64 26,7
RC1-H45-51 0,68 60,0 RC1-H44-23 0,64 31,1
RC1-H45-52 0,68 55,6 RC1-H45-38 0,64 66,7
RC1-H49-74 0,68 75,6 RC1-H49-73 0,64 55,6
RC1-H49-75 0,68 73,3 RC1-H57-83 0,64 40,0
RC1-H44-6 0,68 60,0 RC1-H45-44 0,64 60,0
RC1-H44-17 0,68 66,7 RC1-H45-50 0,64 37,8
RC1-H30-30 0,68 73,3 RC1-H44-5 0,63 51,1
RC1-H49-79 0,68 22,2 RC1-H44-15 0,63 66,7
RC1-H44-14 0,68 66,7 RC1-H44-22 0,63 31,1
RC1-H44-12 0,67 46,7 RC1-H44-18 0,62 46,7
RC1-H45-36 0,67 57,8 RC1-H30-25 0,62 66,7
RC1-H45-43 0,67 73,3 RC1-H49-66 0,62 48,9
RC1-H45-49 0,67 71,1 RC1-H49-63 0,62 60,0
RC1-H49-67 0,67 37,8 RC1-H57-82 0,62 64,4
RC1-H57-84 0,67 66,7 RC1-H44-2 0,60 42,2
RC1-H49-71 0,67 93,3 RC1-H44-24 0,60 28,9
RC1-H44-20 0,66 40,0 RC1-H44-3 0,59 53,3
RC1-H30-32 0,66 42,2 RC1-H44-8 0,59 37,8
RC1-H45-40 0,66 86,7 RC1-H49-61 0,59 33,3
RC1-H45-53 0,66 46,7 RC1-H44-1 0,59 60,0
RC1-H49-68* 0,66 17,8 RC1-H49-62 0,58 66,7
RC1-H49-70 0,66 86,7 - - -

* Progénies RC1 selecionadas.

De acordo com o dendrograma obtido pelo métodaigeico UPGMA, com
base em marcadores moleculares iPBS, é possitielgdis a formacdo de oito grupos.
Os genitores BGP077 e BGP330 ficaram isolados nagog VII e VI,
respectivamente (Figura 5). @itgroup Grupo IV é representado pela progénie RC1-
H49-76, sendo o mais divergente em relacao as dgmagénies. Houve a formacao de
um grande grupo (Grupo VI) constituido por todagagrogénies da série RC1-H44,
concentrando 35,2% do total dos individuos analsadeguido pelos Grupos |l
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(28,6% progénies), sendo 57,7% da série RC1-H43,8% RC1-H57 e | (24,5%
progénies), sendo todos os individuos da série R€EL-No Grupo I, foram agregadas

cinco progénies da série RC1-H49 e a progénie RE3-59 (Figura 5).
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Figura 5. Dendrograma de dissimilaridade entre ragémies RC1 e seus genitores

obtido pelo indice de coincidéncia simples e métado agrupamento

UPGMA com base em marcadores moleculares iPBS.

Com base nos resultados obtidos pelo dendrograod@gmos observar a
formacao de varios subgrupos, confirmando a exi&téae variabilidade genética nas
progénies hibridas mesmo possuind®. @dulisf. flavicarpacomo parental. O acesso a
essas informacfes podera predizer quais hibridgsein de tolerancia genética ao
CABMYV e com maior similaridade ao parental recoreenisando reduzir o nimero de
retrocruzamentos necessarios e orientar futurasatégias para o programa de

melhoramento do maracujazeiro.
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4. CONCLUSOES

Os marcadores iPBS, baseado em retrotransposwas) tapazes de distinguir
progénies RC1 de seus parentais e quantificouugpeeacdo do genoma recorrente.

As progénies RC1-H57-89 e RC1-H49-77 com maior ggéegem do genoma
do genitor recorrente apresentam também maiorideder de virose.

As progénies RC1-H57-85 e RC1-H57-91 por serem ntaligrantes ao
CABMV e proximas adP. edulisf. flavicarpa sdo promissoras ao proximo ciclo de
retrocruzamento.

A andlise de agrupamento revelou variabilidade tigméentre as progénies
RC1, o que demonstra potencial para serem utilzates geracdes seguintes de

retrocruzamento.
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CONCLUSOES GERAIS

Os resultados com base na severidade para o CABMMYif@m a identificacdo
de gendtipos com resisténcia/tolerancia genéticadestaque para os acessos BGP188
(P. edulisf. flavicarpa) e BGP 170R. malacophyllx

Os agrupamentos de Tocher e UPGMA indicam a existéte variabilidade
genética entre as espécies avaliadas, apresergeuqulus com acessos similares e mais
dissimilares com potencial a serem utilizados emgmamas de melhoramento genético.

Os descritores, através da analise conjunta de dadssibilitam um melhor
ordenamento das espécies com deteccdo de varalgiligenética intraespecifica em
genotipos d€. edulisf. flavicarpae nas demais espécies silvestres.

As técnicas multivariadas para estudo de diversidgenética empregando
caracteres relacionados aos frutos demonstranotengal de uso na caracterizacao de
germoplasma dePassiflorg sendo possivel identificar variabilidade intra e
interespecifica dos acessos bem como disting@spécies avaliadas

Pela andlise de componentes principais, as vasidwassa de casca, massa do
fruto, diametro e comprimento de fruto contribuemrap a maxima variabilidade
observada nos acessos Massiflora Para essas caracteristicas cinco medi¢fes séo
suficientes para predizer o valor real dos indivédomm 90% de acuracia.

Os caracteres rendimento de suco e acidez titulapebsentam baixa
repetibilidade, necessitando de uma quantidade rnadgomedicbes na selecdo de
gendtipos com base nessas caracteristicas.

A caracterizagdo morfolégica nas progénies hibrpEssibilita a identificacao
de individuos com caracteristicas mais similarasp@oentais e com diferentes niveis de
tolerancia ao CABMV.

A incidéncia de virose avaliada nas progénies ddisrindica que as progénies
das séries RC1-H44 e RC1-H57, foram mais similaceB. cincinnatae tolerantes ao
CABMV.

O hibrido RC1-H57-83 se destaca por apresentar miedice de severidade do
CABMYV (15,6%), podendo ser utilizado como genitmfnino na geracdo RC2.

Os marcadores iPBS, baseado em retrotransposam fog primeiros a serem
utilizados na avaliagdo de genotipagem de hibrid@d de Passiflora Os dados
gerados podem ser Uuteis no desenvolvimento de tagaa de melhoramento

contribuindo para a compreenséo do sistema dedhiio eniPassiflora
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As progénies RC1-H57-89 e RC1-H49-77 com maior ggéegem do genoma
recorrente apresentam também maior severidadeaeyviPor outro lado, as progénies
RC1-H57-85 e RC1-H57-91 por serem mais tolerameSABMV s&o promissoras ao
proximo ciclo de retrocruzamento.

A andlise de agrupamento revelou variabilidade tyEméntre as progénies
RC1, o que demonstra potencial para serem utilzates geracdes seguintes de
retrocruzamento.

155



