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REACAO DE MARACUJAZEIROS (Passiflora spp.) A VIROSE DO
ENDURECIMENTO DOS FRUTOS

Autor: ZANON SANTANA GONCALVES
Orientador: Dr. Eder Jorge de Oliveira
Coorientadores: Dr. Onildo Nunes de Jesus

Dr. Carlos Bernard M. Cerqueira-Silva
Resumo: A virose do endurecimento dos frutos, causada pelo Cowpea aphid
borne mosaic virus (CABMV) é um dos principais fatores que limitam a
manutencdo e expansdo do cultivo do maracujazeiro. Estudos sobre a
evolucdo temporal dos sintomas e a identificacdo de fontes de resisténcia sédo
etapas importantes para melhor compreensdo deste patossistema para o
desenvolvimento de estratégias de controle. Os objetivos deste trabalho foram
avaliar o progresso dos sintomas causados pelo CABMV e identificar fontes de
resisténcia em diferentes espécies de maracujazeiros. Avaliou-se a reacao ao
CABMV em 80 gendtipos pertencentes a 12 espécies de Passiflora spp. As
plantas foram inoculadas artificialmente e 20 dias apds inoculagéo (DAI) foram
realizadas avaliacGes da severidade com uso de uma escala de notas variando
de 1 (resistente) a 4 (altamente suscetivel) que posteriormente foi convertida
em indice de doenca (ID). A analise de variancia foi realizada com os valores
médios do indice de doenca e para agrupamento das médias foi utilizado o
teste Scott-Knott (p<0,05). As andlises revelaram existéncia de variabilidade
genética para resisténcia ao CABMV nos gendtipos avaliados. A severidade
média da doenca atingiu maximo aos 62 DAI, embora ndo tenha sido
observada diferenca no indice de doenca (ID) dos gendétipos a partir dos 55
DAI. Aos 55 DAI foi observado que as espécies Passiflora suberosa, P.
malacophylla, P. cincinnata, P. setacea e P. gibertii, foram resistentes ao
CABMV com indice de doenca variando de 0,00 a 2,86%, enquanto que
espécies comercias como P. edulis f. flavicarpa e P. alata foram suscetiveis
com ID de 37,65 e 59,43%. As espécies resistentes podem ser utilizadas como
parentais em cruzamentos interespecificos visando a transferéncia da
resisténcia ao CABMV para espécies comerciais como P. edulis f. flavicarpa e
P. alata.

Palavras-chave: Passicultura, germoplasma, resisténcia, Potyvirus, CABMV.



PASSIONFRUIT (Passiflora spp.) REACTION TO PASSIONFRUIT
WOODINESS DISEASE

Author: ZANON SANTANA GONCALVES
Advisor: Dr. Eder Jorge de Oliveira
Coadvisors: Dr. Onildo Nunes de Jesus

Dr. Carlos Bernard M. Cerqueira-Silva
Abstract: The passionfruit woodiness disease, caused by Cowpea aphid borne
mosaic virus (CABMV) are one of the main limiting factors to passionfruit crop
expansion and maintenance. Studies related to the symptoms, temporal
evolution, and identifying the source of resistance are fundamental steps to
better understand this pathosystem and to develop control strategies. The
purpose of this research was to evaluate the progress of symptoms caused by
CABMV and identify resistance sources in different passionfruit species. We
evaluated the reaction to CABMV 80 genotypes belonging to 12 Passiflora
species. Plants were mechanically inoculated and the symptoms evaluated
weekly 20 days after the inoculation (DAI). Severity was estimated by a grade
scale varying from 1 (resistant) to 4 (highly susceptible) that was subsequently
converted to a disease index (DI). The analysis of variance was performed with
the DI mean values and the mean values cluster was conducted with the Scott
Knott-test (p<0.05). The analyses showed genetic variability to resistance to
CABMYV on the samples assessed. The medium severity reached the maximum
62 days after the inoculation (DAI), although no difference has been observed in
the genotypes from the disease index (DI) starting from 55 DAI. From the DI
mean values at 55 DAI it was observed that Passiflora suberosa, P.
malacophylla, P. cincinnata, P. setacea and P. gibertii were resistant to CABMV
with the DI ranging from 0.00 to 2.86%, while the commercial species such as
P. edulis f. flavicarpa and P. alata were susceptible with DI in 37.65 and
59.43%. The resistant species may be used in crossbreeding in order to
transfer the resistance to CABMV to commercial species such as P. edulis f.
flavicarpa and P. alata.
Keywords: Passionfruit crop, germoplasm, resistance, Potyvirus, CABMV



1. INTRODUCAO GERAL

1.1 Centro de diversidade do género Passiflora

A familia Passifloraceae Juss., cujas espécies sdo conhecidas
comumente como maracujazeiros, possui estimativas de numero de espécies
que varia entre 520 e 700 distribuidas em 18 a 23 géneros (FEUILLET, 2004;
MACDOUGAL,; FEUILLET, 2004), nao havendo, portanto, consenso entre 0s
taxonomistas a respeito do numero de espécies e géneros desta familia
(BERNACCI et al., 2005). Diante dessa diversidade de géneros, o Passiflora
merece destaque por congregar 0 maior nimero de espécies (cerca de 576),
com ampla distribuicdo nos trépicos da América (OCAMPO et al., 2016). O
Brasil com aproximadamente 150 espécies de Passiflora, em conjunto com a
Colébmbia que possui a0 menos 171 espécies identificadas sdo os principais
centros de diversidade genética do género (OCAMPO, 2010; BERNACCI et al.,
2013). A importancia desses paises como centros de diversidade & também
destacada pelo numero de espécies endémicas, aproximadamente 89 do
Brasil, além do fato de novas espécies serem descobertas constantemente
(OCAMPO, 2010; CERVI et al., 2011; BERNACCI et al., 2013). Apesar do
grande numero de espécies e do potencial uso como recurso genético, poucas
sédo efetivamente cultivadas para fins comerciais (VIEIRA; CARNEIRO, 2004;
MELETTI et al., 2005).

1.2 Importancia do maracujazeiro

As espécies do género Passiflora possuem diversos usos e aplicacoes,
sendo, portanto, utilizadas em varios segmentos, com registro de mais de 400
hibridos existentes no mundo com fins ornamentais em diferentes ambientes
(ABREU et al., 2009; CONCEICAO et al., 2011; SOARES et al., 2015), uso
medicinal (MELO et al., 2012; SIEBRA et al., 2016; FIGUEIREDO et al., 2016),

bem como uso direto e indireto na alimentacdo humana, seja na forma de



sucos, doces, sorvetes, refrescos, licores ou no consumo in natura dos frutos
(ISHIMOTO et al., 2007).

Dentre as espécies mais cultivadas para a alimentacdo humana,
destacam-se as que produzem frutos comestiveis, a exemplo do Passiflora
edulis Sims f. flavicarpa Deg (maracuja ‘amarelo’ ou ‘azedo’), P. edulis f. edulis
Sims. (maracuja ‘roxo’) e o P. alata Curtis (maracuja ‘doce’), que atualmente
possuem maior interesse econdmico (BERNACCI et al., 2008; FALEIRO et al.,
2011). Outras espécies também produtoras de frutos comestiveis, tais como P.
cincinnata Mast, P. nitida Kunth, P. quadrangularis L., P. setacea DC., P.
ligularis Juss., P. maliformes L., apesar de representarem uma pequena fracéo
da producgéo nacional, sdo de comercializacao restrita a determinadas regioes
(MELETTI et al., 2005; CARDOSO-SILVA et al., 2007; OLIVEIRA JUNIOR et
al., 2010; CERQUEIRA-SILVA et al., 2009; 2012c). Além disso, muitas
espécies silvestres de Passiflora por possuirem genes de resisténcia a fatores
abidticos e bidticos (PAULA et al., 2010; AGUIAR et al., 2011; OLIVEIRA et al.,

2013) sdo extensivamente utilizadas em programas de melhoramento genético.

1.3 Aspectos econdémicos da cultura do maracujazeiro

O Brasil insere-se no cenario internacional como o maior produtor e
consumidor de maracuja, com uma producao em 2014 de 823,3 mil toneladas,
plantados em aproximadamente 57,2 mil hectares (IBGE, 2015).

Embora o cultivo do maracujazeiro seja explorado em todas as cinco
macro regides do pais, o Nordeste é a regido com maior producdao,
respondendo por aproximadamente 71% da producao nacional (IBGE, 2015;
Figura 1). Dentre os estados produtores, a Bahia responde por 65% de toda
area plantada no Nordeste e 46% da producéo brasileira (IBGE, 2015; Figura
1).
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maracuja (t) (ha'')

= Brasil
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e o Nordeste

Figura 1. Representacdo da producdo de maracujazeiros no Brasil, areas de
cultivo, macro regides produtoras de frutos de maracuja e producao da Bahia
em relacdo ao Brasil e Nordeste. Mapa gerado com a ferramenta GISMAPS
VIEWER (http://www.gismaps.com.br/). Obtencéo dos dados:
http://www.ibge.gov.br.

Apesar da importancia para a economia nacional e da franca expansao
das areas destinadas a passicultura, a produtividade nacional ainda é baixa (14
t hal), embora o potencial da cultura possa chegar a 50 t ha' (BORGES et al.,
2005; NEVES et al., 2013; EMBRAPA, 2013; IBGE, 2015). O aumento da
producéo da passicultura, no Brasil, esta ligado a ampliacdo da area de cultivo,
bem como, com o uso de espécies melhoradas geneticamente que atendam as
necessidades do mercado consumidor (MELETTI et al., 2000; SILVA et al.,
2009).
O maracuja ‘amarelo’ ou ‘azedo’ (Passiflora edulis Sims f. flavicarpa
Deg.), é a espécie mais cultivada e comercializada mundialmente (OLIVEIRA et
al., 2008), e quando em conjunto com a variedade de frutos ‘roxos’ (P. edulis
Sims), ocupa mais de 90% do territorio mundial destinado ao cultivo de
maracujazeiros (BORGES et al., 2005). No Brasil, 0 maracujazeiro ‘amarelo’,
também é a espécie mais representativa, chegando a ocupar 95% da area
cultivada (MELETTI; MAIA, 1999). Neste contexto, merece destaque o fato de
diferentes grupos de pesquisa no Brasil serem pioneiros na caracterizagdo
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morfo-agronémica (FREITAS et al., 2011; CASTRO et al., 2012; PAIVA et al.,
2014) e da reacdo de doencas associadas ao cultivo dos maracujazeiros
(CERQUEIRA-SILVA et al., 2008; FISCHER et al., 2010; SILVA et al., 2013;
SANTOS et al., 2015), bem como na caracteriza¢do de diversidade genética de
espécies comerciais (PEREIRA et al., 2013; SILVA et al., 2014; CERQUEIRA-
SILVA et al., 2014a) e silvestres (PAULA et al., 2010; BELLON et al., 2014;
CERQUEIRA-SILVA et al., 2012a). Os estudos destes grupos de pesquisa sé&o
importantes para adotar estratégias que potencializem os ganhos genéticos e
para quantificar a variabilidade existente para as caracteristicas de interesse, a
exemplo dos ganhos de quantidade e qualidade de producédo, bem como a
busca por resisténcia a doencas (CERQUEIRA-SILVA et al., 2009; REIS et al.,
2012; MACIEL et al., 2009).

1.4 Entraves associados a expansédo da passicultura

Em conjunto com a expansao das fronteiras agricolas destinadas ao
cultivo dos maracujazeiros, tem sido observado o surgimento de um grande
namero de fitopatégenos, a exemplo de fungos (Fusarium solani e Fusarium
oxysporum f. sp. Passiflorae) (SOUZA et al., 2014; FLORES; BRUCKNER,
2014; PREISIGKE et al., 2015), bactérias (Xanthomonas axonopodis pv.
Passiflorae) (VIANA et al., 2014a), nematoides (Meloidogyne spp.) (FISCHER
et al., 2010), fitoplasmas (LUIZ et al., 2008) e virus (Passion fruit woodiness
virus - PWV e Cowpea aphid borne mosaic virus - CABMV) (NASCIMENTO et
al., 2006; MELO et al., 2015; GARCEZ et al., 2015). Isoladamente ou em
conjunto, esses patdgenos depreciam a quantidade e a qualidade dos frutos
produzidos, reduzindo o seu valor comercial, produtividade e a longevidade da
cultura (FALEIRO et al.,, 2008). Deste modo, os aspectos fitossanitarios
mostram-se fatores limitantes para a expansdo e até mesmo para a
manutencao da passicultura.

Dentre os fitopatdbgenos, as viroses, sobretudo a virose do
endurecimento dos frutos se destaca pela severidade que causam a cultura,
gerando grandes problemas econémicos e sociais (NASCIMENTO et al., 2004;
2006), além de n&o existir método quimicos para o controle desta doenca. Esta
enfermidade € considerada uma das principais dificuldades para a ampliacéo



da passicultura. Portanto, acbes no sentido de mitigar esse patossistema,
devem ser priorizadas (KAREEM; TAIWO, 2007; SAMPAIO et al., 2008).

1.5 Virose do endurecimento dos frutos em maracujazeiros (origem e
ocorréncia)

A virose do endurecimento dos frutos é citada como uma das doencas
mais significativas que acomete 0s maracujazeiros, possuindo diferentes
agentes causais em areas de cultivo no mundo (CERQUEIRA-SILVA et al.,
2014b).

Os primeiros relatos do endurecimento dos frutos em maracujazeiros
foram descritos na Australia por Cobbem 1901. A principio, a doenca do
endurecimento dos frutos, foi creditada ao agente etiologico Passion fruit
woodiness virus - PWV (TAYLOR; GREBER, 1973; KITAJIMA et al., 1986),
infectando plantas comerciais de maracujazeiros ‘amarelo’ e ‘doce’.
Basicamente, os testes para a deteccdo deste patégeno eram fundamentados
em ensaios biolégicos (avaliagcdes sintomatolégicas) e soroldgicos (Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay - ELISA) (NOVAES; RESENDE, 1999). Até 2004
ainda acreditava-se que o PWV era considerado o Unico virus capaz de induzir
a doenca. Entretanto, sua ocorréncia, comprovadamente esta restrita ao
territorio australiano (WYLIE; JONES, 2011; COUTTS et al., 2011; FUKUMOTO
et al., 2013), o que indica a possibilidade de outros virus estarem associados a
este patossistema.

Outros virus, que também provocam a doenca, ja foram relatados na
Africa do Sul (South African Passiflora virus — SAPV) (BRAND et al. 1993),
mais tarde diagnosticado como sendo uma estirpe do Cowpea aphid borne
mosaic virus — CABMV (MCKERN et al.,, 1994; HUGUENOT et al., 1996;
SITHOLE-NIANG et al., 1996), Japao (East Asian Passiflora virus — EAPV)
(IWAI et al.,, 2006; FUKUMOTO et al., 2012; MISHRA et al., 2015), e mais
recentemente em Uganda (Ugandan Passiflora virus — UPV) (OCHWO-
SSEMAKULA et al., 2012) indicando que ao menos quatro espécies estao
associadas a doenca.

O uso de ferramentas moleculares baseada em sequenciamento de
genes e analise filogenéticas tem indicado maior similaridade gendmica dos
isolados brasileiros com 0 CAMBYV (NASCIMENTO et al., 2004; 2006; BARROS



et al., 2011; NICOLINI et al.,, 2012; MELO et al., 2015; RODRIGUES et al.,
2015).

No Brasil, especificamente na cidade de Feira de Santana, Bahia, Brasil,
a doenca do endurecimento dos frutos foi registrada no final da década de
1970 (YAMASHIRO; CHAGAS, 1979) quando ainda era descrita como o PWV.
Rapidamente a doenca propagou-se pelo territorio nacional, sendo observada
em plantacdes nos estados de Pernambuco (LORETO; VITAL, 1983), Sergipe
e Ceara (KITAJIMA et al., 1986), Sdo Paulo (CHAGAS et al., 1992), Minas
Gerais (SAO JOSE et al., 1994), Distrito Federal (INOUE et al., 1995;
NASCIMENTO et al., 2006), Para (TRINDADE et al., 1999), Santa Catarina
(COLARICCIO et al., 2008), Bahia (CERQUEIRA-SILVA et al., 2008; MELO et
al., 2015), Paraiba (NASCIMENTO et al., 2004) e Mato Grosso do Sul
(STANGARLIN et al., 2011). Atualmente o CABMV possui ocorréncia
generalizada em territério nacional, sendo registrado em todas as areas de
producdo do maracujazeiro, e em muitos casos, com incidéncia de 100% nos
pomares (RESENDE, 2006).

1.6 CABMV - Cowpea aphid borne mosaic virus (caracteristicas, infeccao
e sintomatologia)

O CABMV pertence ao género Potyvirus da familia potyviridae e possui
particulas virais alongadas e flexuosas com tamanho aproximado de 670-900
nm de comprimento e 11-16 nm de diametro. O genoma é constituido por uma
Unica molécula de RNA fita simples (ssRNA), sentido positivo, com cerca de
10.000 nucleotideos (KING et al., 2012). O RNA possui uma Unica fase
abertura de leitura (Open Reading Frame, ORF), envolto por um capsideo
proteico (CP) cuja traducdo gera uma poliproteina com tamanho de 340-350
KDa que sofre protedlise e gera de 8 a 10 produtos finais (P1, Hc-Pro, P3, ClI,
Nla [VPg-Pro] e Nlb, 6K1, 6K2 e CP) (MLOTSHWA et al., 2002a).

O efeito destas proteinas no citoplasma das células infectadas produz
inclusdes cilindricas (Cl — Cylindrical Inclusion), conhecidas também como
‘cata-vento’ (KING et al., 2012). Entretanto, é a proteina multifuncional HC-Pro
(Helper Component Protease) que coordena as principais fungdes relacionadas
a: (i) atividade de protease que cliva poliproteina viral, (i) ao movimento do

virus na planta (célula a célula via plasmodesmas e a longa distancia via



floema), (iii) replicacdo viral, (iv) viruléncia do patdégeno, (v) acumulo do virus
na planta, (vi) sinergismo viral, (vi) e, por vezes, atua como proteina
repressora/supressora do silenciamento génico (MLOTSHWA et al., 2002b;
LLAVE al., 2002; KASSCHAU et al., 2003; SCHOTT et al., 2012; NAM et al.,
2013).

Naturalmente, a transmissdo dos Potyvirus se da por intermédio de
afideos em uma relacdo virus-vetor ndo circulativa e nao persistente, e
artificialmente através de tratos culturais efetuados de maneira incorreta,
levando os pomares de maracujazeiros a se tornarem verdadeiros depdsitos
deste virus (FISCHER; RESENDE, 2008; GIBBS; OHSHIMA, 2010; SILVA et
al., 2012a). Entretanto, destaca-se que a transmissédo também pode se dar pela
inoculacdo via extrato foliar tamponado ou a partir de preparacdes virais
purificadas e concentradas (LANGHAM, 2008).

Os sintomas observados em plantas de maracujazeiros infectados com o
CABMV caracterizam-se por mosaicos (leve ou intenso), por vezes
acompanhados de bolhosidade, rugosidade e deformacao foliar (NOVAES;
RESENDE, 2003; FISCHER; RESENDE, 2008), reducdo no tamanho da
planta, frutos deformados e tamanho reduzido, pericarpo com uma espessura
irregular, endurecido e reducédo na cavidade da polpa, além da diminuicdo da
producéo de frutos (GIORIA et al., 2000).

Além dos maracujazeiros (Passiflora spp.) o CABMV infecta espécies
filogeneticamente distantes, a exemplo de diversas leguminosas como feijao-
caupi, feijao-de-praia (Canavalia rosea), amendoim (Arachis hypogea) e
gergelim (KITAJIMA et al., 2008; BARROS et al., 2011; NICOLINI et al., 2012;
GONZALEZ-SEGNANA et al., 2013), fato este que dificulta o controle e

erradicacao da virose em campos de producéao.

1.7 Melhoramento genético do maracujazeiro: Hibridacbes
interespecificas visando resisténcia ao CABMV

O melhoramento genético do maracujazeiro, no Brasil, € praticado a
menos de 20 anos, e as a¢0es eram voltadas para a obtencdo de variedades
com maior produtividade e qualidade dos frutos (MELLETI et al., 2005;
MELLETI, 2011; FALEIRO et al.,, 2011). Neste sentido, para que o Brasil se



mantenha como maior produtor mundial e os problemas associados aos
aspectos fitossanitarios da cultura sejam contornados, o desenvolvimento de
novas variedades com resisténcia comprovada a fitopatbgenos por meio de
hibridagbes interespecificas deve ser priorizado (FREITAS et al, 2015;
OCAMPO et al., 2016).

As hibridacdes interespecificas sédo frequentemente utilizadas no
programa de melhoramento genético de maracujazeiro (FONSECA et al., 2009)
visando a transferéncia de alelos de resisténcia a fatores bioticos e abioticos
encontrados nas espécies silvestres (OLIVEIRA et al., 2013) e incorporados a
espécie suscetivel. A resisténcia genética em espécies silvestres € relatada por
diversos autores, a exemplo da Passiflora cincinnata, P. nitida, P.
guadrangularis e P. setacea (CERQUEIRA-SILVA et al., 2008; PAULA et al.,
2010; OLIVEIRA et al., 2013; FREITAS et al., 2015), o que motiva os
pesquisadores para dar inicio e/ou continuidade aos programas de
melhoramento que visam ampliar a base genética das espécies comerciais e a
obtencdo de variedades resistentes. Na literatura, registra-se o0 crescente
volume de trabalhos que utilizam espécies silvestres em hibridacdes
interespecificas (AMORIM et al., 2011; CONCEICAO et al., 2011; SANTOS et
al., 2012; OCAMPO et al., 2016), e na maioria dos casos, as hibridacbes entre
P. edulis x P. setacea, visando resisténcia, tem sido preferencialmente utilizada
(JUNQUEIRA et al., 2005; FREITAS et al., 2015; SANTOS et al., 2015).

Embora exista possibilidade efetiva do uso de espécies silvestres como
fontes de resisténcia, algumas hibridacdes interespecificas ndo sao bem
sucedidas em funcdo de problemas de incompatibilidades genética entre as
espécies envolvidas (PEREIRA et al., 2005; BUGALLO et al., 2011,
CONCEICAO et al., 2011; SOARES et al., 2015), a exemplo de auséncia de
germinacao do grdo de polen, retardo ou inibicdo do tubo polinico, diferenca no
namero de cromossomos (2n= 12; 18; 20; 22; 24; 36, 72 e 84) e também ao
fato de pertencerem a diferentes géneros de Passiflora.

Na ocorréncia de insucesso nas hibridagbes, ferramentas
biotecnoldgicas, a exemplo da cultura de tecidos, hibridacdes por fusdo de
protoplastos e transformacédo genética, tem-se tornado alternativas viaveis
(LIMA et al., 2000; MELETT!I et al., 2005; CORREA et al., 2015).



Hibridacdes interespecificas entre gendtipos de P. edulis x P. setacea,
vém sendo conduzidas em unidades de pesquisa no Brasil para alcancar
resisténcia ao CABMV (FREITAS et al., 2015; SANTOS et al., 2015), e os
resultados tém-se mostrado promissores para elaboracdo de estratégias de
controle da doenca.

O programa de melhoramento da Embrapa Mandioca e Fruticultura vém
conduzindo a¢Bes de pesquisas por meio de hibrida¢gbes interespecificas entre
as espécies P. edulis f. flavicarpa (2n= 18) x P. cincinnata (2n= 18), seguida de
varios ciclos de retrocruzamentos [(P. edulis f. flavicarpa x P. cincinnata) x P.
edulis] para obtencéo de populacdes segregantes com resisténcia ao CABMV e
a rusticidade do P.cincinnata.

Nos ultimos anos, diversos estudos tém sido direcionados na busca de
de resisténcia de P. edulis ao CABMV, e os resultados obtidos tem revelado
variacdo no nivel de severidade (CERQUEIRA-SILVA et al., 2008; PINTO et al.,
2008; VIANA et al., 2014b), provavelmente em funcdo da alta variabilidade
constatada nessa espécie (BELLON et al., 2014). Embora, exista a
variabilidade genética para resisténcia em gendtipos de P. edulis, ainda néo
foram relatados niveis satisfatérios para controle do CABMV (JUNQUEIRA et
al., 2005).

1.8. Procedimentos para identificacdo de fontes de resisténcia ao
CABMV

Em programas de melhoramento do maracujazeiro, 0 screening de
plantas visando a identificacdo de genoétipos com resisténcia ao CABMV vem
sendo realizado (CERQUEIRA-SILVA et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2013;
SANTOS et al.,, 2015; FREITAS et al., 2015). Para essa finalidade sé&o
utilizados diferentes procedimentos metodolégicos para efetiva selecdo de
genotipos resistentes. As metodologias utilizadas nessa etapa geralmente
variam em fung¢ao do patossistema.

Para o CABMV sao usadas as avaliagfes fitopatologicas, a exemplo de
chaves descritivas (escala de notas) (NOVAES; RESENDE, 2003; LEAO et al.,
2006; PINTO et al., 2008; VIANA et al., 2014b) e indices fitopatométricos de
doenca (ID) (CERQUEIRA-SILVA et al., 2008; 2012b), para eficiente

qguantificacdo dos sintomas produzidos e avaliagdo da sua severidade. Nos
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trabalhos desenvolvidos por Novaes; Resende, (2003), Le&o et al. (2006), Pinto
et al. (2008) e Viana et al. (2014b), os autores verificaram a reac&o ao virus do
endurecimento dos frutos com uso de escala de notas e inoculagdes artificias.
Oliveira et al. (2013), Santos et al. (2015) e Freitas et al. (2015), fizeram uso de
escala de notas em condi¢cdes de campo, porém, para analisar a severidade da
doenca, esses autores, ndo transformaram as notas atribuidas em indice de
doenca. Sabe-se que o0 uso isolado da nota média a partir da escala de notas,
principalmente quando a variagédo é pequena (1 a 4), tem como desvantagem a
dificuldade de transformacédo dos dados para uma distribuicdo normal dos
dados.

Outros autores, além de utilizarem escala de notas, transformam as
notas atribuidas em um indice de doenca para quantificar a severidade da
doenca. Cerqueira-Silva et al. (2008) observaram que o uso do indice de
doenca global foliar (IDGF) foi eficiente em avaliar a reacdo de maracujazeiros
‘amarelo’ ao CABMV em condi¢cdes de campo. Com este indice, os autores
também concluiram que a gravidade da doenca se correlaciona negativamente
e significativamente com a producdo de frutos. Cerqueira-Silva et al. (2012b)
avaliaram a reacdo do CABMV em maracujazeiros ‘amarelo’ em condi¢des de
campo, com uso de diferentes indices, sendo eles: (i) indice de intensidade de
infeccéo, (ii) indice global de doenca foliar, e, (iii) incidéncia global e indice de
gravidade. O uso desses indices sao importantes para caracterizar o
germoplasma selvagem usando isolados de menor gravidade ou para avaliar o
nivel de resisténcia de variedades cultivadas utilizando isolados mais graves. O
uso do indice de doenca transforma a nota da escala em percentagem,
contribuindo para a normalidade dos dados para a analsie de variancia.

Verifica-se ainda o uso da area abaixo da curva de progresso da doenca
(VIANA et al., 2014b; FREITAS et al., 2015; SANTOS et al., 2015) para estudos
da proporcdo da doenca ao longo do tempo. Entretanto, essa metodologia
fornece uma soO estimativa a partir de diversas épocas de avaliacdo, sendo,
portanto, uma estratégia interessante, mas que nao permite a definicdo da
melhor época de avaliagdo da doenca (HIKISHIMA et al., 2010). Nota-se ainda,
gque para avaliar a reacdo dos maracujazeiros, sao utilizadas diferentes
classificacbes fenotipicas. Para este patossistema, tem sido reportado a

classificacdo dos gendtipos em ‘resistentes’, ‘moderadamente resistentes’,
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‘suscetiveis’, ‘extremamente  suscetiveis’ ou ‘altamente suscetiveis’
(CERQUEIRA-SILVA et al., 2008; PINTO et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2013;
VIANA et al., 2014b). Também tem sido proposta a classificacdo de gendtipos
em relacédo a severidade de doengas em ‘altamente resistentes’, ‘resistentes’,
‘moderadamente resistentes’, ‘moderado’, ‘moderadamente suscetiveis’ e,
‘suscetiveis’ (PATAKY; CARSON, 2008). Com estes relatos, verifica-se que 0s
programas de melhoramento genético utilizam diferentes abordagens de
classificacdo, e em consequéncia, a reacao de gendtipos € apresentada com
uma variedade de formas (PATAKY; CARSON, 2008; MARTINS et al., 2008;
OLIVEIRA et al., 2013).

Os trabalhos que avaliaram a reacdo do CABMV em maracujazeiros,
tem sido realizado em periodo variando de 30 a 60 dias apds inoculacéo.
Porém, sdo escassos na literatura, estudos que proponham estabelecer
melhores tempos para avaliar a reacdo do CABMV. Desta forma, a
identificacdo de resisténcia em germoplasma e/ou de populacdes segregantes
e até mesmo em parentais silvestres de maracujazeiros podera ser realizada

de forma rapida, eficiente e confiavel.

1.9. Acgdes visando o controle e a resisténcia do maracujazeiro ao
CABMV

Até o presente momento ndo existem métodos curativos para 0S
pomares infectados com o CABMV (JUNQUEIRA et al., 2005; 2006). Medidas
para reducao das perdas de produtividade em maracujazeiro infectados com o
CABMV envolvem a renovacdo anual das plantas, a utilizacdo de mudas
saudaveis produzidas em telado antiofidico, o0 aumento na densidade dos
plantios que devem priorizar locais longe dos focos da doenca, a eliminacdo de
plantas infectadas antes de um novo plantio e cuidados nas praticas culturais
para prevenir a transmissao mecéanica do virus (RESENDE, 2006; FISCHER;
RESENDE, 2008; SAMPAIO et al., 2008; MELLETI et al., 2010). Para Sampaio
et al. (2008) e Cerqueira-Silva et al. (2008), devido a inexisténcia variedades
resistentes e impossibilidade de efetivo combate do agente etiolégico, a melhor
estratégia ainda se baseia no convivio com a doenga.

Nesta perspectiva, para evitar a agdo ou ao menos minorar as perdas

causadas pelo CABMV, uma alternativa atraente € o uso de variedades com
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maior nivel de resisténcia (LIMA et al., 2011; SILVA et al., 2012b; SANTOS et
al., 2015). Todavia, até o presente momento, ndo existem variedades
comerciais que efetivamente agreguem caracteristicas agrondmicas de
produgéo e sejam resistentes a essa enfermidade (JUNQUEIRA et al., 2005;
2008, FALEIRO et al., 2011). Como verificado por diferentes autores, é
observada o limitado namero de cultivares disponivel no mercado (FALEIRO et
al., 2011), e a pouca resisténcia a fitopatbgenos (FISCHER et al., 2010;
OLIVEIRA et al., 2013; SILVA et al., 2013; BATISTTI et al., 2013), além disso,
verifica-se que a variabilidade genética em gendtipos comercias de P. edulis é
‘estreita’, o que dificulta a obtengdo de cultivares resistentes (ORTIZ et al.,
2012; CERQUEIRA-SILVA et al., 2010b). Observa-se ainda que sao poucas as
fontes de resisténcia ja identificadas, que genericamente sdo encontradas em
espécies silvestres de Passiflora (MACIEL et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2013;
BELLON et al.,, 2014), e que certamente demandara muito tempo para
transferéncia desta caracteristica para variedades comerciais (SANTOS et al.,
2012; 2015). Alem disso, verifica-se que 0 numero de acessos contidos em
colecBes de germoplasma ainda € bastante reduzido. Estima-se que cerca de
700 acessos (referentes a 67 espécies), sdo mantidos em bancos de
germoplasma no Brasil, representando menos de 15% da diversidade de
espécies de Passiflora spp.

Neste sentido, é necessario 0 incremento no numero de acessos
armazenados nos BAGs, bem como prioridade na sua caracterizacao,
principalmente, no que diz respeito a reacdo a doencgas. Deste modo, a
caracterizacao de acessos de maracujazeiros do BAG da Embrapa Mandioca e
Fruticultura devera contribuir para a identificacao de fontes de resisténcia.

S&o descritos inumeros trabalhos que visam a identificacdo de acessos
e hibridos de maracujazeiros com diferentes niveis de resisténcia a virose do
endurecimento dos frutos (CERQUEIRA-SILVA et al., 2012b; OLIVEIRA et al.,
2013; VIANA et al.,, 2014b; SANTOS et al.,, 2015; FREITAS et al.,, 2015).
Contudo, em sua maioria esses trabalhos sdo dedicados a estudos regionais,
com poucos dados epidemiolégicos e/ou encontram-se em etapas iniciais de
avaliacdo, como discutido por Fischer; Resende (2008). Ganhos genéticos e
herdabilidade associada a resisténcia ao CABMV, também tem sido reportado
na literatura (SANTOS et al., 2015; FREITAS et al., 2015).
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Outra estratégia que vem sendo estudada é a transformacdo genética
como forma de se obter resisténcia ao CABMV por meio do silenciamento
génico. Estudos iniciais com esta abordagem foram realizados por Alfenas et
al. (2005), Trevisan et al. (2007) e mais recente por Monteiro-Hara et al. (2011)
e Correa et al. (2015) em espécies comerciais de maracujazeiros. Todavia,
apesar dos esforcos, as plantas de maracujazeiros transformados com essa
metodologia n&o foram eficientes no silenciamento para todos os isolados de
CABMV.

Tendo em vista a importancia econémica da cultura, torna-se premente a
avaliacdo de acessos de maracujazeiros contidos em Bancos Ativos de
Germoplasma (BAGSs), quanto a severidade da virose do endurecimento dos
frutos, com intuito de identificar gendtipos resistentes ao CABMV para
direcionar cruzamentos interespecificos para geracdo de populacdes
segregantes, sendo esta, uma etapa crucial em programas de melhoramento

(em especial, o pré-melhoramento) genético de Passiflora spp.
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CAPITULO 1

ASPECTOS METODOLOGICOS PARA AVALIACAO DA RESISTENCIA DO
MARACUJAZEIRO (Passiflora spp.) A VIROSE DO ENDURECIMENTO DOS
FRUTOS?

1Artigo a ser traduzido e submetido para o comité editorial do periédico Pesquisa Agropecuaria

Brasileira
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ASPECTOS METODOLOGICOS PARA AVALIACAO DA RESISTENCIA DO
MARACUJAZEIRO (Passiflora spp.) A VIROSE DO ENDURECIMENTO DOS
FRUTOS

Resumo: O objetivo deste trabalho foi avaliar o progresso dos sintomas
causados pelo Cowpea aphid borne mosaic virus (CABMV) em diferentes
espécies de Passiflora, para identificacdo de fontes de resisténcia. O estudo foi
realizado em delineamento em blocos casualizados, em esquema fatorial (80
gendtipos x 7 avaliacbes) considerando cada planta inoculada como uma
repeticdo. Foram avaliados 80 gendtipos pertencentes a 12 espécies de
Passiflora. As inoculacfes foram realizadas duas vezes em intervalos de quatro
dias, utilizando folhas sintométicas maceradas em solucdo tampdo com
abrasivo. A severidade do CABMV foi quantificada por meio do indice de
doenca (ID). As avaliacdes foram realizadas 20, 27, 34, 41, 48, 55 e 62 dias
apos a inoculacdo (DAIl). As médias do ID foram utilizadas para verificar a
evolucado da doenca em cada periodo de avaliagdo. O periodo minimo para
estabilizacdo do progresso do CABMYV foi utilizado para agrupar os genotipos
pelo teste Scott-Knott (p<0,05), bem como para classificar os genotipos em
resistente (R), moderadamente resistente (MR), moderadamente suscetivel
(MS), suscetivel (S), e altamente suscetivel (AS). A severidade média da
doenca aumentou gradativamente nos intervalos de 20 a 55 dias apos
inoculacao (DAI) e atingiu seu maximo aos 62 DAI. Cerca de 20, 24, 36, 10 e
11% do germoplasma avaliado foram classificados como R, MR, MS, S e AS
respectivamente. O progresso temporal da doenca foi bastante variavel entre e
dentro destes grupos, muito embora nao tenha sido observada diferenca no 1D
dos genotipos a partir de 55 DA, indicando a estabilizacdo dos sintomas a
partir deste periodo, independentemente do nivel de resisténcia do gendtipo.
Os resultados indicaram diferencas importantes nos genétipos de
maracujazeiro que podem ser utilizados para introducado de resisténcia genética
nas espeécies comerciais, bem como para orientar a selegcdo de fontes de
resisténcia em bancos de germoplasma.

Palavras-chave: Passicultura, curva de progresso, dinamica temporal,
CABMV.
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METHODOLOGICAL ASPECTS TO ASSESS THE PASSIONFRUIT
RESISTANCE (PASSIFLORA SPP.) TO PASSIONFRUIT WOODINESS
DISEASE

Abstract: The goal of this work was to assess the symptoms progress caused
by Cowpea aphid borne mosaic virus (CABMV) in different Passiflora species,
in order to identify resistance sources. The study was conducted in randomized
complete block with a factorial treatment (80 genotypes x 7 ratings) considering
each inoculated plant as a repetition. Were evaluated eighty passionfruit
genotypes from 12 Passiflora species. The inoculations were conducted twice
with intervals of 4 days using symptomatic leaves macerated in abrasive
buffered solution. A grade scale was used for phenotyping and to create a
disease index (DI) in order to quantify the disease severity. The evaluations
were performed 20, 27, 34, 41, 48, 55 e 62 days after the inoculation (DAI). The
DI means were used to verify the disease progress in each evaluation periods.
The minimum period to CABMV progress stabilization was considered to cluster
the genotypes by the Scott-Knott test (p<0.05), as well as classifying the
genotypes in resistant (R), moderately resistant (MR), moderately susceptible
(MS), susceptible (S) and highly susceptible (HS). The mean severity gradually
increased in the intervals of 20 and 55 DAI and reach the maximum at 62 DAI.
About 20, 24, 36, 10 and 11% of the germplasm assessed were classified as R,
MR, MS, S and HS, respectively. The disease temporal progress was quite
variable into these groups although it was observed no difference in the
genotypes DIs from 55 DAI, indicating a symptom stabilization from this period,
regardless the genotype resistance level. The results suggest remarkable
differences in the passionfruit genotypes that may be used as a vehicle of
resistance to commercial species, as well as conduct the resistance source
selection in germplasm bank.

Keywords: Passionfruit crop, progress curve, temporal dynamics, CABMV.
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1. INTRODUCAO

A cultura do maracuja € acometida por uma série de doencas causadas
por fungos, bactérias, nematoides, fitoplasmas e virus (NASCIMENTO et al.,
2006; SOUSA et al.,, 2014; VIANA et al.,, 2014a, b). As doencas virais sé&o
citadas como as mais importantes por causarem grandes prejuizos aos
agricultores em termos de reducédo da produtividade e longevidade da cultura,
bem como depreciacdo da qualidade dos frutos produzidos, reduzindo o seu
valor comercial (CERQUEIRA-SILVA et al., 2008; 2012).

Dentre os diversos virus que atacam a cultura, destaca-se o CABMV
(Cowpea aphid borne mosaic virus), que causa o endurecimento dos frutos e
possui ocorréncia generalizada no territério brasileiro (BARROS et al., 2011;
NICOLINI et al., 2012; FREITAS et al., 2015; MELO et al., 2015). As lavouras
podem se tornar improdutivas dependendo da idade em que as plantas s&o
infectadas e da velocidade de disseminacdo da doenca (KAREEN; TAIWO,
2007; CERQUEIRA-SILVA et al., 2008). As estratégias adotadas para
prevencdo e controle da doenca ndo tém contribuido para mitigacdo do
problema (FISCHER; RESENDE, 2008; SAMPAIO et al., 2008; CERQUEIRA-
SILVA et al., 2014). O dificil controle do CABMV tem resultado em elevada
incidéncia da doenca nos principais polos produtivos do Brasil, limitando a
expansdo da passicultura (OLIVEIRA et al., 2013; CERQUEIRA-SILVA et al.,
2008; 2014).

O uso de variedades resistentes pode ser uma alternativa viavel
(SANTOS et al.,, 2015), pois permite reduzir o uso de defensivos agricolas
utilizados no controle dos insetos vetores, evitando danos a saude dos
trabalhadores e ao meio ambiente. Apesar de desejavel, ndo existem cultivares
disponiveis no mercado que atendam a diversidade de ambientes de cultivo no
territorio brasileiro e que sejam resistentes ao CABMV.

A primeira etapa para o desenvolvimento de variedades com resisténcia
ao CABMV ¢ a identificacdo de genotipos promissores para uso como fonte de
resisténcia. Alguns autores tém reportado que a resisténcia ao CABMV é do
tipo poligénica, ao avaliarem populacdes segregantes de maracujazeiro em
condigcbes de campo (FREITAS et al., 2015; SANTOS et al., 2015). Em P.
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edulis f. flavicarpa existem informacdes contraditorias em relagcdo a
caracterizacdo da resisténcia ao CABMV pois, alguns autores tém classificado
como resistente a altamente suscetivel (CERQUEIRA-SILVA et al., 2008). Além
disso, ndo ha uma padronizacdo nas avaliagcdes da reacdo ao CABMV, pois
alguns estudos tém abordado a utilizacdo de escalas de notas para avaliar
severidade da doenca (NOVAES; RESENDE, 2003; FREITAS et al., 2015;
SANTOS et al., 2015), enquanto outros tém adotado indices fitopatométricos
de doenca (CERQUEIRA-SILVA et al., 2008; 2012). Também é observado que
nao ha uma definicdo do melhor momento para se avaliar a reacdo do CABMV,
sendo que essa época tem variado de 30 dias até 60 dias apds a inoculacéo
(CERQUEIRA-SILVA et al., 2012; FREITAS et al., 2015; VIANA et al., 2014Db).

A identificacdo de fontes de resisténcia ao CABMV em acessos de
germoplasma e hibridos por meio de inoculacdes artificiais em condi¢cdes
controladas constitui-se em uma ferramenta importante para a rapida
fenotipagem. Diferentemente de outras viroses, a transmissdo do CABMV
pode ser facilmente realizada de forma mecéanica, fato esse que facilita a
avaliacdo do germoplasma de maracujazeiro.

Metodologias que promovam a identificacdo do nivel de resisténcia de
forma répida e eficiente sdo imprescindiveis para o desenvolvimento de
cultivares resistentes. Adicionalmente aos aspectos metodolégicos de selecao,
a analise temporal dos sintomas causados pelo CABMV pode revelar eventos
epidemioldgicos importantes, tais como o tempo necessario para inicio da
doenca, variagdo na sua intensidade e periodo de maxima severidade apos
inoculagéo. Apesar disso, até o presente, ndo foram encontrados trabalhos que
relatam a dindmica temporal do CABMV em diferentes espécies de Passiflora.
Nesse sentido, o objetivo do trabalho foi avaliar o progresso dos sintomas
causados pelo CABMV em diferentes espécies de Passiflora, para definicdo de

estratégias mais precisas na busca por fontes de resisténcia ao CABMV.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1Local e Material Vegetal

A pesquisa foi desenvolvida na Embrapa Mandioca e Fruticultura
(CNPMF), localizada na cidade de Cruz das Almas, Bahia, Brasil (12°40’°39” S,
39°06°23” O, 226 m).

Foram avaliados 80 gendtipos de maracujazeiro (Passiflora spp.),
pertencentes a 12 espécies, sendo 61 de P. edulis Sims f. flavicarpa Deg., um
de P. alata Curtis, um de P. malacophylla Mast., quatro de P. cincinnata Mast.,
um de P. setacea DC., um de P. foetida L., um de P. gibertii N.E Brown., um de
P. ligularis Juss., um de P. maliformes L., dois de P. morifolia Mast., cinco de P.
suberosa L., e um de P. subrotunda Mast. (Figura 1; Tabela 1). Os gendtipos

foram selecionados com base na disponibilidade de sementes para cada

espécie do banco de germoplasma.

Figura 1. Diversidade de formas e cores de flores, frutos e folhas das 12
espécies de maracujazeiros (Passiflora spp.) utilizadas para caracterizacdo da
reacdo ao virus do endurecimento dos frutos (CABMV). 1-3) Passiflora edulis
Sims; 4-6) P. alata; 7-9) P. malacophylla; 10-12) P. cincinnata; 13-15) P.
setacea; 16-18) P. foetida; 19-21) P. gibertii; 22-24) P. ligularis; 25-27) P.
maliformes; 28-30) P. morifolia; 31-33) P. suberosa; e, 34-36) P. subrotunda,

respectivamente. Créditos: Soares, T.L e Jesus, O.N.
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Tabela 1. Relacdo de gendtipos silvestres, comerciais e hibridos de
maracujazeiros (Passiflora spp.), utilizados para avaliagdo da severidade do

Cowpea aphid borne mosaic virus (CABMV).

N° Genotipo* Espécie Origem N° Genotipo* Espécie Origem
1 H09-14 P.e.fla BA 41 BGP189 x BGP345 P.e.fla BA
2 HFOP-09 P.e.fla BA 42 BGP424 P.e.fla BA
3 H09-02 P.e.fla BA 43 BGP425 P.e.fla BA
4 BRS Gigante Amarelo P.e. fla BA 44 BGP325 P.e.fla SP
5 BRS Rubido Cerrado P.e.fla BA 45 BGP334 P.e. fla BA
6 HFOP-08 P.e.fla BA 46 BGP188 P.e.fla SP
7 BGP396 P.e.fla BA 47 BGP400 P.e.fla BA
8 BRS SoldoCerrado P.e.fla BA 48 BGP177 P.e. fla BA
9 FB300 P.e.fla BA 49 BGP189 P.e.fla SP
10 BGP393 P. alata CE 50 BGP327 P.e. fla SP
11 BGP415 P. mor SP 51 BGP190 P.e.fla SP
12 BGP107 P. mor SP 52 BGP330 P.e.fla BA
13 BGP379 P. mali BA 53 BGP223 P.e.fla BA
14 BGP134 P. sube BA 54 BGP205 P.e.fla SP
15 BGP143 P. sube SP 55 BGP328 P.e.fla DF
16 BGP014 P. sube SP 56 BGP185 P.e.fla SP
17 BGP112 P. sube - 57 BGP418 P.e.fla BA
18 BGP152 P. sube SP 58 BGP238 P. set BA
19 BGP160 P. ligu BA 50 BGP413 P. cin SP
20 BGP395 P. foe MT 60 BGP077 P. cin BA
21 BGP394 P. subr BA 61 BGP414 P. gib SP
22 H09-10 P.e.fla BA 62 BGP031 P.e.fla BA
23 H09-07 P.e.fla BA 63 BGP032 P.e.fla PR
24 H09-30 P.e.fla BA 64 BGP037 P.e.fla PA
25 HFOP-05 P.e.fla BA 65 BGP0O51 P.e.fla MG
26 RC2-45-P14x224 H. inter BA 66 BGP123 P.e.fla SP
27 RC2-57-P8x224 H. inter BA 67 BGP224 P.e.fla BA
28 RC2-44-P8x222 H. inter BA 68 BGP227 P.e.fla SP
29 RC2-45-P18PA H. inter BA 69 BGP345 P.e.fla BA
30 RC2-45-P8x222 H. inter BA 70 BGP222 P.e.fla BA
31 RC2-44-P3x224 H. inter BA 71 BGPO005 P.e.fla SP
32 RC2-45-P10x223 H. inter BA 72 BGP064 P.e.fla BA
33 RC2-45-P14x223 H. inter BA 73 BGP324 P.e.fla DF
34 RC2-44-P8x185 H. inter BA 74 BGP351 P.e.fla BA
35 BGP165 P.e.fla BA 75 BGP341 P.e.fla BA
36 BGP170PA P. mala - 76 BGP210 P.e.fla MG
37 BGP128 P.e.fla SP 77 BGP221 P.e.fla BA
38 Selegéo-2 P.e.fla BA 78 BGP061 P.e.fla SP
39 BGP428 P.e.fla BA 79 BGP200 P. cin SP
40 Sele¢éo-1 P.e.fla BA 80 BGP268 P. cin BA

"Registro do Banco Ativo de Germoplasma da Embrapa Mandioca e Fruticultura. P. e. fla = Passiflora
edulis flavicarpa; P. alata = P. alata; P. mor = P. morifolia; P. mali = P. maliformes; P. sube = P. suberosa;
P. ligu = P. ligularis; P. foe = P. foetida; P. subr = P. subrotunda; H. inter = Hibrido interespecifico; P. mala
= P. malacophylla; P. set = P. setacea; P. cin = P. cincinnata; P. gib = P. gibertii. BA = Bahia; CE = Cear3;
SP = Sao Paulo; MT = Mato Grosso; DF = Distrito Federal; PR = Parana; PA = Pard; MG = Minas Gerais.
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Aproximadamente 20 sementes de cada gendtipo foram previamente
embebidas em 20 mL de agua durante 60 minutos. Em seguida, as sementes
foram colocadas para germinar em vasos plasticos de polietieno de 1L
contendo uma mistura com fibra de coco (120 L), Vivatto® (40 L) (3:2) e
acrescido de 40 g de osmocote a cada 10 L de substrato. Apds a germinacao
das sementes, foram selecionadas as 10 melhores plantas de cada genotipo
para compor o ensaio. A casa de vegetacdo foi mantida em condi¢cdes de
temperatura controladas em torno de 28 + 2°C e umidade relativa (UR) de 45%

durante todo o ensaio.

2.2 Ensaio biologico e amostragem

O ensaio bioldgico foi estabelecido em casa de vegetacdo da Embrapa
Mandioca e Fruticultura. Para cada acesso foram obtidas dez plantas, das
guais oito foram inoculadas mecanicamente com um isolado agressivo do
CABMV e as outras duas inoculada somente com tampdo de inoculacdo
(controle negativo). A inoculacdo das plantas com o CABMV foi realizada
guando as plantas apresentavam de sete a nove folhas definidas,

aproximadamente 100 dias apés o plantio.

2.3 Inoculag®es artificiais

A inoculacéo foi realizada mecanicamente a partir de extrato de folhas
infectadas com CABMV, cujas folhas de plantas infectadas foram coletadas na
area experimental da Embrapa Mandioca e Fruticultura. Para as inoculagées,

Y

preparou-se o extrato em um almofariz a partir de amostras foliares com
sintomas caracteristicos da doenca, macerando-se a propor¢cdo de 1 g de
tecido para 10 mL de uma solucdo tampéao (fosfato de potassio 0,1 M e sulfito
de sodio 0,1M, com pH 7,0), e em seguida adicionada uma pequena
guantidade de celite (1 g) utilizado como abrasivo para causar ferimentos na
superficie foliar (LEAO et al., 2006; CERQUEIRA-SILVA et al., 2008). As
particulas virais foram inoculadas nas plantas friccionando a parte adaxial da
folna com o dedo umedecido no extrato uma Unica vez, a fim de padronizar a
pressao de indculo. Nas plantas controles utilizou-se apenas tampéo sem virus
e celite. As inoculagcbes foram realizadas duas vezes em intervalo de quatro

dias, sendo inoculadas duas folhas por planta em cada inoculacao, utilizando
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sempre as folhas basais (com excecéo dos cotilédones). Apos 10 minutos da
realizacdo das inoculacdes, as folhas inoculadas foram lavadas para retirar o

excesso do celite.

2.4 Fenotipagem das plantas inoculadas

A caracterizacdo da reacao dos genotipos de maracujazeiros a infeccéo
causada pelo CABMV foi realizada a partir dos sintomas visuais da doenca.
Previamente todas as folhas foram enumeradas e as avaliagbes foram
realizadas a partir da oitava folha totalmente desenvolvida. A primeira avaliacédo
foi realizada aos 20 dias ap6s a primeira inoculacao (DAI), e as demais em
intervalos de sete dias, encerrando-se na sétima avaliacdo, aos 62 DAI.

Para as avaliacbes dos sintomas da doenca, utilizou-se escala
diagramatica de notas com variacdo de 1 a 4, sendo: 1 = auséncia de sintomas
de mosaico, 2 = mosaico leve, sem distorcdo foliar, 3 = mosaico grave, sem
distor¢éo foliar e 4 = mosaico grave, bolhas e distor¢céo foliar, proposta por
Novaes e Rezende (2003) (Figura 2). Esta escala consiste em avaliar a
auséncia ou presenca de diferentes niveis de sintomas foliares da doenca. A
identidade do isolado utilizado nas inoculagdes como Cowpea aphid borne
mosaic virus (CABMV) foi previamente confirmado por RT-PCR utilizando
pares de primers especificos da regido de insercao cilindrica do virus de 700
pb (HA et al., 2008).

b b o

Figura 2. Escala de notas para avaliacdo da severidade do virus do

endurecimento dos frutos (Cowpea aphip borne mosaic virus - CABMV) em
folnas de maracuja ‘amarelo’ (Passiflora edulis Sims f. flavicarpa Deg.).
Créditos: Lima, L.K.S e Jesus, O.N.
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2.5 Severidade da doenca
A severidade da doenca foi quantificada com uso do indice de Doenca
(ID) proposto por MCKINNEY (1923). Este indice foi calculado com base na

ponderacdo da escala de notas de infeccdo, aplicando-se a seguinte formula:

T(GSx L)
0 = — -
1D (%) INLxtics) ¥ 100

Em que:

GS = grau da escala determinada para cada folha;

L = namero de folhas que mostram cada grau da infecgéo (nota);
TNL = namero total de folhas avaliadas, €;

HGS = grau maximo de infeccéo (nota).

2.6 Analise estatistica

A andlise de variancia foi realizada considerando o delineamento em
blocos casualizados em esquema fatorial (80 gendtipos x 7 periodos de
avaliagdo). Cada planta inoculada foi considerada como uma repeti¢ao (total de
oito plantas). As médias do indice de doenca (ID) para cada periodo de
avaliacdo, independente do gendtipo foram agrupadas pelo teste Scott-Knott
(p=<0,05), ndo sendo utilizados na analise os valores do ID das plantas
assintomaticas. As médias do ID também foram plotadas em uma curva
logaritmica para determinar a evolu¢do da doenca.

Com base na analise dos dados sobre o progresso dos sintomas do
CABMYV, estabeleceu-se o tempo minimo de estabilizacdo da doenca nas
espécies de Passiflora avaliadas. Este tempo minimo foi utilizado para agrupar
0s gendtipos pelo teste de Scott-Knott (p<0,05) e com base neste agrupamento
0s genotipos foram classificados em resistentes - R (ID variando de 0,00 a
8,61%), moderadamente resistente - MR (ID variando de 17,34 a 27,19%),
moderadamente suscetivel - MS (ID variando de 29,06 a 43,77%), suscetivel -
S (ID variando de 45,58 a 62,70%) e altamente suscetivel - AS (ID variando de
69,51 a 90,50%), respectivamente. Com base nesta classificacdo e ou
agrupamento de média foram elaboradas curvas de regressdo com o modelo
logaritmico e estimados os valores do coeficiente de determinacédo (R?), bem

como a equacédo ajustada para cada grupo de resisténcia. Todas as analises
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foram realizadas com o uso do pacote “agricolae”, implementado no programa
R (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2006).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise de variancia considerando os efeitos de blocos, genétipos, dias
apos inoculacao artificial (DAI) e a interacdo genotipos vs. DAl estdo
apresentadas na Tabela 2. A excecédo da interacdo gendtipos vs. DAI, todos os
outros fatores foram significativos. As diferengas significativas entre as médias
do ID nos diferentes gendtipos de Passiflora em diferentes dias de avaliacao
ap6s a inoculacdo do CABMV (Tabela 2) demonstram a existéncia de
variabilidade genética para resisténcia a uma das principais viroses do
maracujazeiro, bem como a importancia da evolugéo temporal desta doenca no
periodo de avaliacdo (Figura 3). Outros autores também verificaram a
existéncia de variabilidade genética para reacdo ao CABMV em condi¢des de
campo (CERQUEIRA-SILVA et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2013).

Tabela 2. Resumo da analise de variancia para indice de doenca (ID%) dos
gendtipos de maracujazeiro avaliados em diferentes dias apds inoculacéo

artificial (DAI) com Cowpea aphid borne mosaic virus (CABMV).

Fonte de variacao Grau de liberdade Quadrado médio Teste F
Blocos 7 809,14 8,55"
Genotipos 79 12939,51 136,70™
DAI 6 26254,67 277,36™
Gendtipos x DA 474 96,43 1,02"s
Erro 3290 94,66

CV (%) 38,8

™ altamente significativo pelo teste F (p<0,05). " nao significativo pelo teste F (p<0,05) .

A evolucdo da severidade média da doenca ajustou-se a regressao
logaritmica (R? = 99%), sendo observado aumento gradativo na severidade do
CABMYV nos intervalos de 20 a 55 DAI, com maximo aos 62 DAI (Figura 3). O

progresso relativamente lento da virose do maracujazeiro no periodo inicial de
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avaliacao pode estar relacionado a baixa concentracdo do virus na planta, bem

como pelo tempo necessario para expressao visual dos sintomas (Figura 3).

a
a 0
_»

o

b
c o
> y =17,079In(x) - 37,257
¥ R?=0,99

20 27 34 41 48 55 62 69
Dias apés inoculagiao

Figura 3. Regressdo logaritmica obtida por meio das médias do indice de
Doenga (ID) em plantas de maracujazeiros infectadas com o Cowpea aphid
borne mosaic virus (CABMV) em diferentes dias apos inoculacdo (DAI). Médias
seguidas pela mesma letra em cada DAI pertencem ao mesmo agrupamento
pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).

Com o desenvolvimento das plantas ap6s a inoculacdo do CABMV, a
intensa taxa de reproducdo celular pode ter contribuido para o aumento na
replicacao viral, bem como para a translocac¢éo do virus na planta por meio dos
tecidos vasculares, fazendo com que a doenca se torne sistémica (BOON et
al.,, 2010). Isto acontece porque 0s virus ndo possuem um sistema de
replicacdo autdbnoma, sendo, portanto, necesséaria que a replicagcdo ocorra em
células hospedeiras (CHRISTENSEN et al.,, 2009; NETHERTON; WILEMAN,
2011).

De acordo com Dolnik et al. (2015) quando ocorre a infeccao inicial do
patdgeno no hospedeiro, ndo h& manifestacdo visual dos primeiros passos
para estabelecimento viral, da doenca, visto que todo 0 processo esta
ocorrendo em nivel celular. Estes autores afirmaram ainda que o momento
inicial da infecgdo ndo pode ser inferido a partir da visualizagcdo dos sintomas,

sendo que sua expressdo estd relacionada com o0s mecanismos de
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desenvolvimento inerentes do Orgao afetado, tendo pouca relacdo com o
momento de infeccdo. O periodo de incubacdo do CABMV nao é conhecido
com exatiddo uma vez que, a expressao dos sintomas € dependente de
variaveis como idade e genotipo, fatores nutricionais, bem como a interacdo do
virus com outros agentes. Contudo, € importante considerar que 0 progresso
da doenca representado na Figura 3, refere-se a média de todos os genétipos
de Passiflora avaliados, poréem o nivel de reacdo ao CABMV é gendtipo-
dependente, ou seja, dependendo do gendtipo ou espécie de maracujazeiro
estudada, os sintomas da doenca sdo variaveis, em funcdo dos mecanismos
de resisténcia existente em cada genotipo.

Os resultados indicaram uma estabilizacdo dos sintomas do CABMV nas
folhas a partir dos 55 DAI, indicando que a expressao da reagcdo dos genaotipos
de maracujazeiro em termos de resisténcia/suscetibilidade pode ser
determinada até este periodo. Por outro lado, Viana et al. (2014b) avaliaram
em condicdes de casa de vegetacdo, a resisténcia ao CABMV em gendtipos de
maracujazeiro ‘azedo’ até os 60 DAI e verificaram severidade maxima aos 30
DAI. Possivelmente a severidade maxima observada aos 30 DAI deve-se ao
uso de espécies mais suscetiveis ao CABMV, resultando, portanto, em
sintomas severos de forma mais precoce.

Os estudos de avaliagcdo do maracujazeiro ‘azedo’ quanto a reagédo ao
CABMV em condi¢cdes em campo indicaram que a expressdo dos sintomas €
bastante influenciada pelo ambiente (SANTOS et al.,, 2015). Estes autores
ainda inferiram que o screening em campo deve ser realizado em diversos
ambientes, tanto favoraveis quanto desfavoraveis ao desenvolvimento da
doenca, no intuito de verificar a estabilidade da reacdo dos genoétipos de
maracujazeiro. Por outro lado, em comparacdo com a selecdo de gendtipos
resistentes em condicbes de campo, a inoculagdo artificial sob condi¢cdes
controladas apresenta a grande vantagem de permitir a selecao de genoétipos
em curto espaco de tempo, possibilitando o screening de um maior nimero de
acessos ao longo do ano. Também tem como vantagens a menor influéncia do
ambiente na expressao dos sintomas da virose. Entretanto, uma desvantagem
da inoculacédo artificial € a possibilidade de quebra das barreiras fisicas
existente nas folhas que poderiam evitar a entrada do virus nas células

vegetais. Por outro lado, a inoculacdo artificial também pode levar a ativacao
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de respostas do tecido lesionado de modo a evitar a entrada do virus na planta
(GILROY et al., 2007; FERNANDES et al., 2014).

Especificamente em relacdo a resisténcia dos genotipos de Passiflora,
os valores médios do ID foram agrupados em cinco classes, em fungédo da
severidade da virose nas folhas (Figura 4; Tabela 3). Os grupos resistentes foi
constituidos por 15 genotipos (BGP014, BGP112, BGP134, BGP143, BGP152,
BGP170PA, BGPO077, BGP200, BGP238, BGP268, BGP413, BGP414,
BGP188, H0930 e Selecdo2) pertencente as espécies P. suberosa, P.

malacophylla, P. cincinnata, P. setacea, P. gibertii e P. edulis f. flavicarpa.
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Figura 4. Regresséo logaritmica do indice de Doenca (ID%) em cinco grupos
de maracujazeiro infectados com o Cowpea aphid borne mosaic virus (CABMV)
classificados quanto ao nivel de resisténcia com base no teste de médias Scott
Knott (p<0,05). G1 = Resistente; G2 = Moderadamente Resistente; G3 =
Moderadamente Suscetivel; G4 = Suscetivel e G5 = Altamente Suscetivel. Os
valores entre parénteses representam a amplitude do indice de Doenca (ID%)

dos gendtipos que compde cada grupo.
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Observou-se diferencas importantes na curva de progresso do CABMV
nos diferentes agrupamentos (Figura 4), sendo que a evolugédo da severidade
da doenca foi mais rapida em genoétipos altamente suscetiveis - AS (G5) em
comparacao com genotipos pertencentes aos demais grupos. Aos 20 dias, 0
progresso da virose foi praticamente nulo nos grupos resistente - R (G1) em
comparacao aos grupos considerados moderadamente resistente - MR (G2) e
moderadamente suscetivel - MS (G3).

Um fato interessante ocorreu no G5, cujo ID médio foi menor que os
grupos suscetiveis (G4) e moderadamente suscetiveis (G3) nas avaliagdes
realizadas aos 20 e 28 DAI (Figura 4; Tabela 3), embora o G5 tenha sido
classificado como altamente suscetivel. Este resultado pode estar associado a
algum mecanismo inicial de resisténcia a multiplicacdo do CABMV em alguns
genatipos pertencentes ao (G5), ou mesmo a efeitos aleatdrios no processo de
inoculagéo do virus.

No G1 nao houve progresso acentuado da virose até os 27 DAI, embora
alguns gendtipos de P. cincinnata (BGP200 e BGP268) e P. edulis (BGP188,
H0930 e Selecdo2) tenham apresentado algumas folhas com sintomas leves
do CABMV, o que contribuiu para um baixo progresso médio da virose neste
grupo (Figura 4). A amplitude da reacédo do CABMV nesse grupo foi de 0,00 a
8,61%, evidenciando uma baixa severidade da doenca conferindo ao grupo a
denominagéao de ‘resistentes’. O ID dos gendtipos do G2 variou de 17,34% aos
20 DAl para 27,19% aos 55 DAI sendo, portanto classificado como
‘moderadamente resistente’. Por outro lado, nos grupos G3 e G4 foram
observadas as maiores severidades iniciais, com ID variando de 29,06% aos
20 DAl a 43,77% aos 55 DAl e de 45,58% aos 20 DAI a 62,70% aos 55 DAI,
sendo assim classificados como ‘moderadamente suscetivel’ e ‘suscetivel’,
respectivamente (Figura 4).

Os sintomas do CABMV evoluiram de maneira bastante progressiva no
G5, com valores de ID variando de 69,51 a 90,50% aos 55 DAI (Figura 4),
sendo, portanto representado por genoétipos com elevada suscetibilidade ao
CABMV, e assim classificados como ‘altamente suscetiveis’. A elevada
severidade do CABMV no G5 (90,50%) pode ser explicada pelo fato deste

grupo ser composto essencialmente por cultivares e hibridos de maracujazeiro
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azedo (BRS Sol do Cerrado, FB300, BRS Rubi do Cerrado, BRS Gigante
Amarelo, BGP160, HFOP-08, H0914 e HFOP-09).

A diferenca na severidade do CABMV nos grupos pode ser diretamente
visualizada com base nas médias do indice de doenca de cada grupo em
funcdo do periodo de avaliacdo (Tabela 3). A média do ID aos 20 DAI nos
grupos MS e AS nao diferiram, indicando que a reacdo ao CABMV é
praticamente a mesma nesse periodo. A partir dos 27 DAI a reacdo do grupo
AS diferiu de forma significativa do grupo MS. Por outro lado, a maior
severidade inicial ocorreu no grupo S. Porém, aos 27 e 34 DAI ndo houve
diferenca na reacdo ao CABMYV para o0s grupos S e AS, e somente a partir dos
41 DAI é que foi observada maior severidade do CABMV no grupo AS (Tabela
3).

Tabela 3. indice de doenca médio do Cowpea aphid borne mosaic virus
(CABMV) em funcéo dos dias de avaliacdo ap0s a inoculacéo e dos grupos de
resisténcia: R — resistente; MR — moderadamente resistente; MS -

moderadamente suscetivel; S — suscetivel e AS — altamente suscetivel.

Dias apés Classes/Grupo

inoculagédo R MR MS S AS
20 0,17aA’ 8,01aB 19,10aC 28,09aD 17,23aC
27 0,37aA 12,03bB 24,22bC 35,61bD 32,66bD
34 0,54aA 15,47cB 29,12bC 43,11cD 42,63cD
41 1,29aA 18,32dB 30,99bC 45,18cD 54,19dE
48 1,68aA 20,51dB 32,76dC 47,49dD 61,16eE
55 1,69aA 21,63dB 34,28dC 50,09dD 74,37fE
62 1,83aA 22,18dB 35,27dC 51,57dD 80,40fE

*Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e maidscula na linha pertencem ao mesmo

agrupamento pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

A andlise da reacdo da doenca dentro de cada grupo formado
demonstrou que a reagao da doenca no grupo R (G1), pode ser determinada
atée 27 DAI, visto que apds esse tempo, a doenca ndo evolui de forma
significativa. Para o grupo MR, a reacdo do CABMV pode ser realizada até 41

DAI, pois ap0s este periodo, a doenca evolui de forma lenta, de acordo com o
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progresso dos sintomas do CABMV no G2 (Figura 4). Por outro lado, a reacao
e selecdo dos gendtipos que compdem os grupos MS e S podem ser inferidas
até aos 48 DAI, considerando que apés este periodo ndo houve diferenca
significativa na severidade da doenca aos 55 e 62 DAI. Considerando a reacéo
no grupo AS, a severidade do CABMV evoluiu até os 55 DAI, conforme
observado na analise geral de todos os genotipos (Tabela 3), o que evidencia
gue quando ndo se conhece previamente a reacao do gendtipo a ser analisado,
€ prudente estender a avaliacdo até aquele periodo, ou considerar uma
severidade minima para classificacdo dos gendétipos como suscetiveis ao
CABMV.

Os resultados apresentados na Tabela 3 evidenciam o comportamento
médio do CABMV entre e dentro dos grupos, sendo possivel determinar em
gual periodo a doenca € mais severa nos grupos de resisténcia. Do ponto de
vista prético, essas informacdes sdo Uteis para o programa de melhoramento
do maracujazeiro, pois subsequentes fenotipagens e sele¢des de genotipos do
banco de germoplasma podem ser melhor orientadas em fungédo destas
informacdes. Porém, para adotar as propostas de avaliacdo estabelecidas
neste capitulo, deve-se levar em consideracdo o objetivo do programa de
melhoramento genético, do conhecimento de cada gendtipo que compde o
banco de germoplasma, assim como das condigbes experimentais. Todavia,
para o uso do programa de melhoramento do maracujazeiro da Embrapa
Mandioca e Fruticultura, os resultados obtidos podem auxiliar na tomada de
decisdo quanto ao tempo necessario para avaliar a reacdo ao CABMV em
diferentes espécies de maracujazeiros, assim como utilizar classes para

agrupar genotipos quanto ao nivel de resisténcia ou suscetibilidade.
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4. CONCLUSOES

a) A severidade média dos sintomas causados pelo CABMV nos grupos R,
MR, MS e S, podem ser mensuradas de forma eficiente até aos 27, 41 e

48 dias ap6és inoculacdo dos gendtipos, respectivamente;

b) A evolucdo da severidade do CABMV é dependente do nivel de
resisténcia genética de cada genotipo, porém, independente do
agrupamento, a avaliacdo da reacdo ao CABMV em genoétipos de
maracujazeiro pode ser discriminada de forma eficiente aos 55 dias apos

a inoculacédo das plantas.

c) As cinco classes fenotipicas estabelecidas para classificar a reacao das
diferentes espécies de maracujazeiro, representaram de forma bastante

efetiva o progresso temporal do CABMV.
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FONTES DE RESISTENCIA A VIROSE DO ENDURECIMENTO DOS
FRUTOS EM Passiflora spp.

Resumo: O Cowpea aphid borne mosaic virus (CABMV), que causa o
endurecimento dos frutos em maracujazeiro, € um dos principais entraves
associado a expansao da passicultura e até o momento ndo existe variedades
resistentes. Objetivou-se identificar fontes de resisténcia a virose do
endurecimento dos frutos em Passiflora spp. Para isso, 80 gendtipos de
Passiflora pertencentes a 12 espécies, foram avaliados em delineamento em
blocos casualizados com oito plantas inoculadas e duas plantas né&o
inoculadas. A inoculagao artificial com CABMV foi realizada duas vezes em
intervalo de quatro dias. Aos 55 dias apés as inoculac6es (DAI) foi realizada a
avaliacdo dos sintomas mediante uso de uma escala diagramética de notas
gue variou de 1 (resistente) a 4 (altamente suscetivel). A partir dessas notas
foram estimados os valores do indice de Doenca (ID%). Visando a confirmag&o
da infeccdo viral nos gendtipos, foi realizado o RT-PCR com o uso de
iniciadores especificos para o CABMV. A partir dos dados do ID (%) aos 55
DA, foi realizado a analise estatistica, sendo as médias agrupadas pelo teste
de Scott-Knott (p<0,05). Também foi realizada a andalise de agrupamento dos
gendtipos utilizando indice de Gower e método UPGMA. Foi confirmado a
presenca do virus em todas as plantas sintomaticas, porém, ndo houve
confirmacdo em plantas inoculadas e assintomaticas. Dos genoétipos avaliados,
18,75% foram resistentes (ID de 0,00%), com destaque para BGP014,
BGP0O77, BGP112, BGP134, BGP143, BGP152, BGP170PA, BGP238 e
BGP413 pertencentes as espécies Passiflora suberosa, P. malacophylla, P.
cincinnata, P. setacea e P. gibertii. Outros 36,25% foram moderadamente
suscetiveis com ID variando de 29,64 a 43,77% e 11,25% foram altamente
suscetiveis, com ID variando de 69,51 a 90,50%. Cerca de 70% dos gendétipos
de P. edulis e hibridos interespecificos apresentaram algum grau de
suscetibilidade ao CABMV. A \variabilidade genética identificada para
resisténcia ao CABMV abre novas perspectivas para indicacdo de cruzamentos
visando incorporar resisténcia a virose no maracujazeiro.

Palavras-chave: Screening, resisténcia genética, variedade, CABMV.
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RESISTANCE SOURCES TO PASSIONFRUIT WOODINESS DISEASE IN

Passiflora spp.

Abstract: The Cowpea aphid borne mosaic virus (CABMV), which causes
passionfruit woodiness disease is one of the main constraint to the expansion of
passionfruit crops and so far there are no resistant varieties. The objective of
this study was identifying resistance sources to passionfruit woodiness virus in
Passiflora spp. Eighty passionfruit genotypes, from 12 species, were evaluated
in a randomized block design with eight replications including two uninoculated
controls. CABMV artificial inoculation was performed twice with intervals of 4
days. The symptoms evaluation was performed 55 days after inoculation (DAI)
using a diagrammatic scale from 1 (resistant) to 4 (highly susceptible). From
these data Disease Index (DI) values were estimated. In order to confirm viral
infection in the genotypes, RT-PCR was performed using specific primers for
CABMV. The DI (%) means from the 55 DAI were clustered by the Scott-Knott
test (p<0.05). Cluster analysis of genotypes was also executed using the Gower
index and UPGMA method. The presence of the virus was confirmed in all the
symptomatic plants, however, there was no confirmation in uninoculated and
asymptomatic plants. Of the assessed genotypes, 18.75% were resistant,
specifically genotypes BGP014, BGP077, BGP112, BGP134, BGP143,
BGP152, BGP170PA, and BGP238 BGP413 (Passiflora suberosa, P.
malacophylla, P. cincinnata, and P. setacea P. gibertii) with 0.00% DI
estimated. Of the other tested genotypes 36.25% were mildly susceptible with
DI ranging from 29.64 to 43.77%. The remaining 11.25% were highly
susceptible with DI ranging from 69.51 to 90.50%. Approximately 70% of P.
edulis genotypes and interspecific hybrids showed some degree of susceptibility
to CABMV. Genetic variability identified for resistance to CABMV opens new
perspectives for crossing aiming to transfer virus resistance into passionfruit.

Keywords: Screening, genetic resistance, variety, CABMV.
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1. INTRODUCAO

O Brasil ocupa posicao de destaque no cenario econémico internacional
na producao de frutos de maracujazeiro, sobretudo, o maracuja ‘amarelo’
(Passiflora edulis Sims f. flavicarpa Deg.), tendo uma producédo aproximada de
823 mil toneladas, produzidas em 57 mil hectares (IBGE, 2015). O Nordeste é
a principal regido produtora com aproximadamente 71% da producé&o nacional,
sendo a Bahia responsavel por 46% dessa producéo (IBGE, 2015). No entanto,
a produtividade média nacional é ainda considerada baixa (14 t ha). Varios
fatores justificam a baixa produtividade da passicultura, com destaques aos
entraves associados a aspectos fitossanitarios da cultura, como a ocorréncia
de pragas e patdégenos, a exemplo das doencas bacterianas, fungicas e virais
(FISCHER; RESENDE, 2008).

A virose do endurecimento dos frutos no Brasil tem sido associada a
Cowpea aphid borne mosaic virus (CABMV) da familia Potyviridae, género
Potyvirus (BARROS et al., 2007; NICOLINI et al., 2012; MELO et al., 2015).
Plantas de maracuja infectadas com o CABMV apresentam mosaico, evoluindo
para manchas amareladas ao longo das nervuras e limbo foliar, bolhosidade e
deformacédo foliar (NASCIMENTO et al., 2006; FISCHER; RESENDE, 2008).
Os prejuizos causados pelo CABMV sao considerados os mais graves para a
cultura, chegando a infectar 100% dos pomares. Esta doenca é considerada
economicamente a mais importante para a cultura do maracuja, pois é
registrada em varios polos de producdo e causa depreciacdo da qualidade e
rendimento dos frutos e até 0 momento ndo conta com estratégias efetivas de
controle (CERQUEIRA-SILVA et al., 2008; 2012; FREITAS et al., 2015a). Uma
alternativa para minimizar os danos causados pela doenca seria o uso de
variedades resistentes (SANTOS et al., 2015). Contudo, apesar dos esforcos e
dos programas de melhoramento genético do maracujazeiro, ainda nao existem
variedades comerciais com resisténcia ao CABMV (CORREA et al., 2015). Por
outro lado, existem relatos de resisténcia em espécies silvestres (MACIEL et
al., 2009; FREITAS et al., 2015a; SANTOS et al., 2015).

O Brasil é considerado um dos centros de diversidade do género

Passiflora, no entanto, pouco se conhece sobre as reais potencialidades da
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maioria das espécies armazenadas nos bancos de germoplasma. Atualmente o
germoplasma de Passiflora tem sido explorado basicamente para estudos
associados a caracterizacdo morfo-agronébmica (CASTRO et al., 2012;
LAWINSCKY et al., 2014) e molecular, voltado a estudos da diversidade
genética (RAMAIYA et al., 2014; PEREIRA et al., 2015; CERQUEIRA-SILVA et
al., 2015). Especificamente para resisténcia as doencas os principais estudos
indicam que as espécies silvestres sdo potencialmente Uteis devido ao elevado
grau de resisténcia (MACIEL et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2013). Deste modo,
a busca por fontes de resisténcia no germoplasma silvestre é uma alternativa
para programas de melhoramento genético que tem como objetivo desenvolver
variedades comerciais com maior nivel de resisténcia ao CABMV. Assim, o
objetivo deste trabalho foi realizar uma prospeccao de fontes de resisténcia ao
virus causador da virose do endurecimento dos frutos em genoétipos de

maracujazeiros em condi¢cfes controladas de inoculacao.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Material vegetal

Foram avaliados 80 gendtipos de Passiflora pertencentes a 12 espécies,
sendo 61 de P. edulis Sims f. flavicarpa Deg., um de P. alata Curtis., um de P.
malacophylla Mast., quatro de P. cincinnata Mast., um de P. setacea DC., um
de P. foetida L., um de P. gibertii N.E. Brown., um de P. ligularis Juss., um de
P. maliformes L., dois de P. morifolia Mast., cinco de P. suberosa L., e um de P.
subrotunda Mast., respectivamente (Figura 1; Tabela 1). Esses genotipos foram
selecionados com base na disponibilidade de sementes do Banco Ativo de

Germoplasma de Maracujazeiro da Embrapa Mandioca e Fruticultura.

IERERERECS & BN
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Figura 1. Diversidade de formas e cores de flores, frutos e folhas das 12

|

espécies de maracujazeiros (Passiflora spp.) utilizadas para caracterizacdo da
reacao ao virus do endurecimento dos frutos. 1-3) P. edulis f. flavicarpa; 4-6) P.
alata; 7-9) P. malacophylla; 10-12) P. cincinnata; 13-15) P. setacea; 16-18) P.
foetida; 19-21) P. gibertii; 22-24) P. ligularis; 25-27) P. maliformes; 28-30) P.
morifolia; 31-33) P. suberosa; e, 34-36) P. subrotunda, respectivamente.
Créditos: Soares,T.L.; Jesus, O.N.
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Tabela 1. Relacdo de gendtipos silvestres, comerciais e hibridos
interespecificos de maracujazeiros (Passiflora spp.) utilizados na avaliagdo da

severidade do Cowpea aphid borne mosaic virus (CABMV).

N° Genotipo* Espécie Origem N° Genotipo* Espécie Origem
1 H09-14 P.e.fla BA 41 BGP189 x BGP345 P.e.fla BA
2 HFOP-09 P.e.fla BA 42 BGP424 P.e.fla BA
3 H09-02 P.e.fla BA 43 BGP425 P.e.fla BA
4 BRS Gigante Amarelo P.e. fla BA 44 BGP325 P.e.fla SP
5 BRS Rubido Cerrado P.e.fla BA 45 BGP334 P.e. fla BA
6 HFOP-08 P.e.fla BA 46 BGP188 P.e.fla SP
7 BGP396 P.e.fla BA 47 BGP400 P.e.fla BA
8 BRS SoldoCerrado P.e.fla BA 48 BGP177 P.e. fla BA
9 FB300 P.e.fla BA 49 BGP189 P.e.fla SP
10 BGP393 P. alata CE 50 BGP327 P.e. fla SP
11 BGP415 P. mor SP 51 BGP190 P.e.fla SP
12 BGP107 P. mor SP 52 BGP330 P.e.fla BA
13 BGP379 P. mali BA 53 BGP223 P.e.fla BA
14 BGP134 P. sube BA 54 BGP205 P.e.fla SP
15 BGP143 P. sube SP 55 BGP328 P.e.fla DF
16 BGP014 P. sube SP 56 BGP185 P.e.fla SP
17 BGP112 P. sube - 57 BGP418 P.e.fla BA
18 BGP152 P. sube SP 58 BGP238 P. set BA
19 BGP160 P. ligu BA 50 BGP413 P. cin SP
20 BGP395 P. foe MT 60 BGP077 P. cin BA
21 BGP394 P. subr BA 61 BGP414 P. gib SP
22 H09-10 P.e.fla BA 62 BGP031 P.e.fla BA
23 H09-07 P.e.fla BA 63 BGP032 P.e.fla PR
24 H09-30 P.e.fla BA 64 BGP037 P.e.fla PA
25 HFOP-05 P.e.fla BA 65 BGP0O51 P.e.fla MG
26 RC2-45-P14x224 H. inter BA 66 BGP123 P.e.fla SP
27 RC2-57-P8x224 H. inter BA 67 BGP224 P.e.fla BA
28 RC2-44-P8x222 H. inter BA 68 BGP227 P.e.fla SP
29 RC2-45-P18PA H. inter BA 69 BGP345 P.e.fla BA
30 RC2-45-P8x222 H. inter BA 70 BGP222 P.e.fla BA
31 RC2-44-P3x224 H. inter BA 71 BGPO005 P.e.fla SP
32 RC2-45-P10x223 H. inter BA 72 BGP064 P.e.fla BA
33 RC2-45-P14x223 H. inter BA 73 BGP324 P.e.fla DF
34 RC2-44-P8x185 H. inter BA 74 BGP351 P.e.fla BA
35 BGP165 P.e.fla BA 75 BGP341 P.e.fla BA
36 BGP170PA P. mala - 76 BGP210 P.e.fla MG
37 BGP128 P.e.fla SP 77 BGP221 P.e.fla BA
38 Selegéo-2 P.e.fla BA 78 BGP061 P.e.fla SP
39 BGP428 P.e.fla BA 79 BGP200 P. cin SP
40 Sele¢éo-1 P.e.fla BA 80 BGP268 P. cin BA

"Registro do Banco Ativo de Germoplasma da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéaria (EMBRAPA),
no Centro Nacional de Pesquisa em Mandioca e Fruticultura (CNPMF) no municipio de Cruz das Almas -
Bahia. P. e., fla = Passiflora edulis flavicarpa; P. alata = P. alata; P. mor = P. morifolia; P. mali = P.
maliformes; P. sube = P. suberosa; P. ligu = P. ligularis; P. foe = P. foetida; P. subr = P. subrotunda; H.
inter = hibrido interespecifico; P. mala = P. malacophylla; P. set = P. setacea; P. cin = P. cincinnata; P. gib
= P. gibertii. BA = Bahia; CE = Ceara; SP = Séo Paulo; MT = Mato Grosso; DF = Distrito Federal; PR =

Parana; PA = Para; MG = Minas Gerais.
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Aproximadamente 20 sementes de cada gendtipo foram previamente
embebidas em 20 mL de agua durante 60 minutos. Em seguida, as sementes
foram colocadas para germinar em vasos plasticos de 1L contendo uma
mistura com fibra de coco (120 L) e Vivatto® (40 L) (3:2) acrescido de 40 g de
osmocote a cada 10 L de substrato. Foram selecionadas as 10 melhores
plantas de cada espécie para compor o0 ensaio. A casa de vegetacdo foi
mantida em temperatura controlada em torno de 28° + 2°C e Umidade Relativa
(UR) de 45% durante todo o ensaio.

2.2 Inoculag®es artificiais

O isolado utilizado para as inoculacdes artificiais foi proveniente de
plantas matrizes mantidas em casa de vegetacdo com sintomas de CABMV.
Estas plantas matrizes foram inoculadas a partir de folhas de maracujazeiros
contaminadas com CABMV provenientes da area experimental da Embrapa
Mandioca e Fruticultura.

Para as inoculacdes, preparou-se um extrato em almofariz a partir de
amostras foliares das plantas sintomaticas, macerando-se a proporcao de 1,0 g
de tecido para 10 mL de uma solucdo tampéo (fosfato de potassio 0,1 M e
sulfito de sodio 0,1M, com pH 7,0) (CERQUEIRA-SILVA et al., 2008). Em
seguida foi adicionada uma pequena quantidade de celite (1 g) utilizado como
abrasivo para causar ferimentos na superficie foliar. As particulas virais foram
inoculadas nas plantas friccionando a superficie adaxial da folha com o dedo
umedecido no extrato uma Unica vez, a fim de padronizar a presséo de inéculo.
Nas plantas controles utilizou-se apenas o tampao e celite.

As inoculagdes foram realizadas duas vezes em intervalo de quatro dias,
sendo inoculadas duas folhas por planta em cada inoculacado, utilizando
sempre as folhas basais (com excecdo dos cotiledones). Apds 10 minutos da
realizacdo das inoculacdes, as folhas inoculadas foram lavadas para retirar o
excesso do celite.

2.3 Avaliagdes dos sintomas da doencga
A caracterizacdo da reacdo dos genotipos de maracujazeiros a infeccéo
causada pelo CABMV foi realizada a partir dos sintomas visuais da doenca.

Previamente todas as folhas foram enumeradas e as avaliagcfes realizadas a
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partir da oitava folha completamente desenvolvida. A primeira avaliacado foi
realizada 20 dias apds a primeira inoculacéo, e as demais, em intervalos de
sete dias, encerrando-se na até completar a sétima avaliacdo, aos 62 dias apés
inoculacao (DAI).

As avaliacGes da severidade dos sintomas foram realizadas com uso da
escala de notas proposta por Novaes; Rezende (2003), com modificacbes, que
variam de 1 a 4, descrita a seguir: 1= auséncia de sintomas de mosaico, 2=
mosaico leve, sem distor¢éo foliar, 3= mosaico grave, sem distor¢cao foliar e 4=
mosaico grave, bolhas e distor¢éo foliar (Figura 2). A incidéncia da doenca nos
genatipos foi avaliada considerando o percentual de plantas que apresentaram

sintomas tipico da doenca.

b bt

Figura 2. Escala de notas para avaliacdo da severidade do virus do
endurecimento dos frutos (Cowpea aphip borne mosaic virus - CABMV) em
folnas de maracuja ‘amarelo’ (Passiflora edulis Sims f. flavicarpa Deg.).
Créditos: Lima, L.K.S e Jesus, O.N.

2.4 Andlises da severidade da doenca

A severidade da doenca foi quantificada com uso do indice de Doenca
(ID%) proposto por MCKINNEY (1923), aplicando-se a seguinte férmula:

Y(GSxL)

100
(TNLx HGS)

ID (%) =

Considera-se na formula:

GS = grau da escala determinada para cada folha;

L = nimero de folhas que mostram cada grau da infeccdo (nota);
TNL = namero total de folhas avaliadas, e;

HGS = grau maximo de infec¢éo (nota)
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2.5 Andlise estatistica

O delineamento experimental utilizado foi blocos casualizados,
considerando cada uma das oito plantas inoculadas como uma repeticdo. Duas
plantas de cada gendtipo foram utilizadas como controle da inoculacdo. As
plantas controles e as plantas assintomaticas ndo foram computadas nas
andlises estatisticas. Os dados foram submetidos a analise de variancia. Para
agrupamento dos genotipos foram utilizadas as estimativas do ID (%) aos 55
dias apds a inoculacdo utilizando o teste de Scott-Knott (p<0,05). Todas as
analises foram realizadas utilizando o programa R (R Development Core Team,
2006), pacote “agricolae”. Os gendtipos foram classificados em resistente — R;
moderadamente resistente — MR; moderadamente suscetivel — MS; suscetivel

— S e altamente suscetivel — AS, respectivamente.

2.6 Andlise de agrupamento dos genoétipos
A partir dos valores médios do indice de doenca obtidos aos 55 DAI
procedeu-se a analise de agrupamento dos gendtipos com base no indice de
Gower (GOWER, 1971) e método de agrupamento hierarquico Unweighted Pair
Group Method with Arithmetic Mean (UPGMA). Para obtencdo da matriz de
dissimilaridade foi utilizado o programa Genes (CRUZ, 2013) e a partir da
matriz utilizou-se o programa MEGA7.0 (TAMURA et al., 2011) para obtencéo

do dendrograma.

2.7Deteccdo molecular do CABMV
2.7.1 Extracdo de RNA

Amostras de tecidos foliares do apice de plantas sintomaticas,

assintomaticas e controles negativos de todos os genotipos foram coletadas no
final das avaliacbes e em seguida armazenadas em ultra freezer -80° C. As
extracbes de RNA total foram realizadas em trés conjuntos de amostras
agrupadas (plantas sintoméaticos, assintomaticos e controle negativo).

Os conjuntos de tecidos foliares foram maceradas com nitrogénio liquido
e 0 RNA total extraido seguiu o protocolo estabelecido por Gambino et al.
(2008). Os pellets contendo os RNAs totais foram eluidos em 40 pyL com agua

DEPC (Diethylpyrocarbonate). A integridade do RNA foi confirmada por meio
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de eletroforese em gel de agarose 1% (p/v) ndo desnaturante. O tampao para
eletroforese foi constituido por Tris Base (P.A), acido acético glacial (P.A) e
tampdo EDTA (&cido etilenodiamino tetra-acético — 0,5 M, pH 8,0), corados
com brometo de etidio (10 mg mL) e analisados sob incidéncia de luz UV em
sistema fotodocumentador Kodak GeolLogic-220 pro (Carestream). As

amostras foram armazenadas em ultra freezer -80° C até a obtencdo do cDNA.

2.7.2 Sintese de DNA complementar (cDNA)

A sintese de cDNA foi realizada utilizando a técnica de RT-PCR

(Reverse Transcription — Polymerase Chain Reaction). Inicialmente 5,0 uL do
RNA total foi pipetado em um mix contendo 1,0 uL de iniciadores oligos (dT)is
(10 uM) e Random primer (10 uM) e, 1,0 uL de dNTPs (2,5 mM). A esta etapa,
foi adicionado H20 ultra pura (milli-Q) para completar 12 uL. Em seguida, as
moléculas de RNA, tiveram suas estruturas secundarias rompidas por
desnaturacao inicial de 65° C/5 min (4° C/«). Em seguida, foi adicionado 1,0 uL
da enzima “M-MLV reverse transcriptase” (Invitrogen [200U pL1]), em um mix
contendo 4,0 yL de Tampé&o RT (5X), 2,0 uL de M-DTT e 1,0 uL de RNAse out.
Deste mix, pipetou-se 8,0 uL na etapa anterior, completando o volume final
para 20 uL. Esta reacdo atendeu as seguintes etapas: sintese a 37° C/ 50 min
e inativacdo da enzima a 70° C/15 min (4° C/~). Apos a sintese, os cDNAs
foram quantificados em NanoDrop NanoVue plus™ Plus Spectrophotometer
(GE Healthcare) e armazenados em ultra freezer -80° C até a sua utilizacdo na

Reacdo em Cadeia da Polimerase — PCR.

2.7.3 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

Para amplificacdo via PCR foram utilizados iniciadores especificos para
o CABMV que amplificam porcdes gendmicas da regido de Inclusdo Cilindrica
(Cl), CIRev (5-ACICCRTTYTCDATDATRTTIGTIGC-3') e ClFor (5-
GGIVVIGTIGGIWSGGIAARTCIAC-3’), gerando um fragmento de 700 pb (HA et
al., 2008). As reacOes foram realizadas com Taq DNA Polimerase
Recombinante (Invitrogen, EUA) contendo 2,5 uL de tampao taq (10X), 1,5 uL
de MgCl2 (50 mM), 0,5 uL de dNTPs (2,5 mM [dATP, dCTP, dTTP e dGTP]),
0,5 pL dos iniciadores CIRev e ClFor (10 uM), 0,2 uL de Tag polimerase (5U
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uL?), 5,0 uL de cDNA como molde e H20 ultra pura para um volume final de 25
uL. As amplificacGes foram realizadas em termociclador Veriti 96 well Thermal
Cycler (Applied Biosistems) seguindo as seguintes variacées de temperatura:
aquecimento inicial a 94° C por 3 min, seguida de 38 ciclos de desnaturagéo
(94°C/ 45s), anelamento de (54°C/ 45s) e extensdo de (71°C/ 1min e 30s)
seguido por uma extenséo final de 72° C por 10 min.

Os produtos da PCR foram visualizados em gel de agarose 1% (p/v) ndo
desnaturantes em tampao Tris-borato e tampédo EDTA, (TBE 1X pH 8,0),
corados com brometo de etidio e visualizados por luz UV em fotodocumentador
Kodak GeolLogic-220 pro (Carestream) (SAMBROOK et al., 1989). O tamanho
de cada fragmento foi determinado por meio do marcador de peso molecular de
1Kb (Fermentas).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Reacdo de espécies de Passiflora ao CABMV

Com base nos resultados da severidade da virose associada ao do indice
de doenca (ID) houve grande variabilidade entre as espécies de Passiflora
avaliadas com ID variando de 0,00 a 71,33% (Tabela 2). Cinco espécies de
Passiflora com ID variando de 0,00 (P. malacophylla, P. suberosa e P. setacea)
a 2,86 (P. gibertii e P. cincinnata) foram classificadas como resistentes. Embora
essas espécies pertengam ao mesmo agrupamento, apenas P. malacophylla,
P. suberosa e P. setacea apresentaram resisténcia completa, enquanto P.
gibertii e P. cincinnata exibiram mosaico leve ao longo das avaliacbes (Tabela
2).

Com relacdo as demais espécies de Passiflora observou-se pelo indice de
doenca 0 enquadramento dessas em quatro niveis de severidade:
moderadamente resistente (P. morifolia e P. subrotunda), moderadamente
suscetivel (P. maliformes, P. edulis, P. foetida e o hibrido interespecifico),
suscetivel (P. alata) e altamente suscetivel (P. ligularis) (Tabela 2). De forma
analoga, Oliveira et al. (2013), também observaram em P. edulis f. flavicarpa e

P. alata algum grau de suscetibilidade a virose do endurecimento dos frutos.
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Tabela 2. Analise de severidade média da virose do endurecimento dos frutos

em 12 espécies de maracujazeiro e um hibrido interespecifico.

Espécies ID (%) Reacéao” Ploidia
Passiflora malacophylla Mast. 0,00a R 2n =18

P. suberosa L. 0,00a R 2n = 12; 24; 36
P. setacea DC. 0,00a R 2n =18

P. cincinnata Mast. 2,62a R 2n =18

P. gibertii N.E. Brown 2,86a R 2n =18

P. morifolia Mast. 23,40b MR 2n=12

P. subrotunda Mast. 21,03b MR -
Hibrido interespecifico 33,71c MS 2n = 36

P. maliformes L. 39,39c MS 2n =18

P. edulis f. flavicarpa Deg. 37,65¢ MS 2n =18

P. foetida L. 29,54c MS 2n=18; 20; 22
P. alata Curtis 59,43d S 2n =18

P. ligularis Juss. 71,33d AS 2n =18

Médias agrupadas pelo teste Scott-Knott (p<0,05). “indice de Doenca; R — resistente; MR —
moderadamente resistente; MS — moderadamente suscetivel; S — suscetivel; AS — altamente

suscetivel.

Os resultados obtidos no presente estudo corroboram aos observados por
outros autores que também verificaram imunidade ao CABMV nas espécies P.
suberosa (MACIEL et al., 2009) e P. setacea (OLIVEIRA et al., 2013). Essas
espécies, assim como a P. malacophylla, por apresentarem resisténcia ao
CABMV tem potencial para serem utilizadas em programas de melhoramento
genético.

As espécies classificadas como resistentes e moderadamente resistentes
foram em sua maioria silvestres. Embora, as informacdes registradas na
literatura sobre a resisténcia dessas espécies ao CABMV sejam poucos
frequentes a maioria aborda a severidade da doenca em funcédo da
sintomatologia do virus (MACIEL et al., 2009; CAVICHIOLI et al., 2011;
OLIVEIRA et al., 2013) e raros séo aqueles que quantificam a severidade pelo
indice de doenca (CERQUEIRA-SILVA et al., 2012).
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As espécies silvestres de Passiflora sdo fontes naturais de genes de
resisténcia e por serem consideradas nativas apresentam estruturas pré-
formadas e fitoconstituintes que estdo associados a defesa vegetal (PATIL;
PAIKRAO, 2012). Sakalem et al. (2012), identificaram que a composicdo
guimica de extratos hidroetandlicos da espécie silvestre Passiflora bahiensis,
mostraram a presenca de flavonas, um &acido derivado de feruloilquimicos e
glicosideos cianogénicos. Estes compostos estdo associados a resisténcia
contra patdgenos e herbivoria, sendo considerado um importante mecanismo
de resisténcia bioquimica pré-formada (SAKALEM et al., 2012; PATIL;
PAIKRAO, 2012). Diversos estudos realizados com espécies silvestres de
Passiflora tém revelado variabilidade para resisténcia aos principais
fitopatégenos que acometem a cultura do maracujazeiro (FLORES et al., 2012;
SILVA et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2013; SANTOS et al., 2015) tornando-as
uma importante fonte de genes de resisténcia que podem ser transferidos para
a espécie comercial, a exemplo da P. edulis f. flavicarpa. Desta forma, destaca-
se a importancia da identificacdo de fontes de resisténcia ao CABMV nessas
espécies e em acessos conservados em bancos de germoplasma, para
direcionar acdes de melhoramento genético via hibridacdo interespecifica
(SANTOS et al., 2014; 2015; FREITAS et al., 2015a; MELO et al., 2015).

A incidéncia da virose verificada nos 80 gendtipos de Passiflora ssp.
oscilou de 0,00 a 100%, sendo que nove genoétipos apresentaram 0,0% de
incidéncia, 66 gendtipos com 100% de incidéncia e 14 gendtipos apresentaram
incidéncia menor que 100%, devido a presenca de plantas assintomaticas
dentro das repeticbes avaliadas (Tabela 3). Nos gendtipos avaliados ndo ha
uma relacao entre incidéncia e severidade, haja vista que as plantas podem ter
100% de incidéncia, mas apresentarem mosaico leve (nota 2) ao longo das
observacdes. Apesar disso, os relatos de Cavichioli et al. (2011), afirmam que o
desenvolvimento das plantas e 0 aumento na incidéncia da virose resultam em
maior severidade nas plantas com o passar do tempo.

Considerando a reacéo dos genodtipos de Passiflora spp. a severidade da
virose estimada pelo indice de doenca (ID%), observou-se que 34 gendtipos
apresentaram algum nivel de resisténcia ao CABMV, sendo que desse total, 15
genotipos (18,75%) foram classificados como resistentes com ID variando de

0,00 a 8,61%, e 19 gendtipos (23,75%) foram considerados moderadamente
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resistentes, com ID entre 17,34 a 27,19%. Por outro lado, 48 individuos
apresentaram certo grau de suscetibilidade ao CABMV, sendo 29 (36,25%)
classificados como moderadamente suscetivel, com ID variando de 29,06 a
43,77%, oito gendtipos (10%) considerados suscetiveis (ID de 45,58 a 62,70%)
e nove (11,25%) comportaram-se como altamente suscetiveis ao CABMV com
ID oscilando de 69,51 a 90,50% (Tabela 3).

Tabela 3. Severidade da virose do endurecimento dos frutos (Cowpea aphid
borne mosaic virus - CABMV) em 80 genotipos de maracujazeiros.
indice de doenca (%) - 55 DAI™

s gt * SRR 3AH#

Gendtipo Espécie™ Inc (%) Min Max ID (%) Reacéo
BGP014 Ps 0 0,00 0,00 0,00e R
BGPO77 Pc 0 0,00 0,00 0,00e R
BGP112 Ps 0 0,00 0,00 0,00e R
BGP134 Ps 0 0,00 0,00 0,00e R
BGP143 Ps 0 0,00 0,00 0,00e R
BGP152 Ps 0 0,00 0,00 0,00e R
BGP170PA Pb 0 0,00 0,00 0,00e R
BGP188 Pe 17 0,00 3,70 0,56e R
BGP200 Pc 12 0,00 6,45 0,78e R
BGP238 Pc 0 0,00 0,00 0,00e R
BGP268 Pc 38 0,00 30,00 8,24e R
BGP413 Pc 0 0,00 0,00 0,00e R
BGP414 Pg 14 0,00 20,00 3,27e R
HO0930 Pe 80 0,00 7,69 6,03e R
Selegéo 2 Pe 100 2,78 16,67 8,61e R
BGP032 Pe 100 16,67 37,04 22,84d MR
BGP037 Pe 100 20,00 33,33 27,19d MR
BGPO0O51 Pe 100 4,17 22,22 17,34d MR
BGP061 Pe 100 10,26 25,64 19,83d MR
BGP107 Pmf 100 15,79 28,79 24,27d MR
BGP123 Pe 100 12,28 33,33 20,70d MR
BGP189xBGP345 Pe 100 4,17 33,33 19,72d MR
BGP222 Pe 100 11,11 24,07 18,78d MR
BGP224 Pe 100 10,14 33,33 20,94d MR
BGP227 Pc 100 10,53 37,50 25,86d MR
BGP324 Pe 100 17,46 31,67 22,01d MR
BGP341 Pe 100 15,38 38,10 23,79d MR
BGP345 Pe 100 20,00 46,67 26,28d MR
BGP351 Pe 100 12,50 47,22 25,62d MR
BGP394 Pst 100 3,27 35,35 22,11d MR
BGP415 Pmf 100 15,08 29,89 26,01d MR
BGP418 Pe 100 11,11 28,57 20,71d MR
BGP428 Pe 100 2,56 30,56 19,16d MR
BGPO005 Pe 100 23,33 41,67 29,64c MS
BGPO031 Pe 100 18,52 47,22 29,91c MS
BGP064 Pe 100 15,69 66,67 41,79c MS

BGP128 Pe 100 17,78 46,03 30,07c MS
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*

Indice de doenca (%) - 55 DAI™

s Lo -

Genaotipo Espécie™ Inc (%) Min. YE D (%) Reacéo
BGP165 Pe 100 19,05 41,03 29,06¢c MS
BGP177 Pe 100 22,22 36,11 30,39c MS
BGP185 Pe 100 26,32 44,44 38,10c MS
BGP189 Pe 100 20,83 56,41 42,98c MS
BGP205 Pe 100 30,30 51,85 43,77c MS
BGP210 Pe 100 20,00 47,62 31,64c MS
BGP221 Pe 100 25,00 38,10 30,99c MS
BGP325 Pe 100 28,21 63,33 42,53c MS
BGP330 Pe 100 30,30 48,33 39,95¢c MS
BGP334 Pe 100 20,37 54,55 35,70c MS
BGP379 Pml 100 23,81 54,17 41,78¢c MS
BGP395 Pf 100 24,24 36,36 30,55¢ MS
BGP400 Pe 100 19,05 45,45 36,13c MS
BGP424 Pe 100 25,64 45,83 37,50c MS
BGP425 Pe 100 3,33 29,63 18,46¢ MS
H0910 Pe 100 7,41 48,48 32,50c MS
RC2-44-P3x224 Pe 100 16,67 43,59 36,02c MS
RC2-44-P8x185 Pe 100 28,21 50,00 38,85¢c MS
RC2-44-P8x222 Pe 100 12,82 38,46 31,31c MS
RC2-45-P10x223 Pe 100 15,56 46,15 30,61c MS
RC2-45-P14x223 Pe 100 30,30 43,59 34,81c MS
RC2-45-P14x224 Pe 100 25,64 36,11 30,90c MS
RC2-45-P18PA Pe 100 23,33 53,33 37,18c MS
RC2-45-P8x222 Pe 100 33,33 50,00 41,56¢ MS
RC2-57-P8x224 Pe 100 26,39 45,45 36,98¢c MS
Selecdo 1 Pe 100 25,93 33,33 29,93c MS
BGP190 Pe 100 29,41 56,14 45,58b S
BGP223 Pe 100 23,33 70,83 52,69b S
BGP327 Pe 100 35,29 71,43 47,94b S
BGP328 Pe 100 33,33 66,67 48,75b S
BGP393 Pa 100 40,00 73,33 62,70b S
H0902 Pe 100 23,08 100,00 50,62b S
HO0907 Pe 100 30,95 63,33 47,16b S
HFOPO05 Pe 100 25,00 54,55 47,30b S
BGP160 Pli 100 60,00 80,00 80,33a AS
BGP396 Pe 100 44,93 91,67 76,93a AS
BRS Gigante Amarelo Pe 100 60,00 100,00 81,43a AS
BRS Rubi do Cerrado Pe 100 55,56 100,00 84,04a AS
BRS Sol do Cerrado Pe 100 52,38 100,00 90,50a AS
FB300 Pe 100 61,90 100,00 84,94a AS
H0914 Pe 100 57,14 88,89 77,78a AS
HFOPO08 Pe 100 42,86 85,71 78,22a AS
HFOPQ09 Pe 100 39,39 100,00 69,51a AS

"Registro do Banco Ativo de Germoplasma da Embrapa Mandioca e Fruticultura. “"Pm - Passiflora

malacophylla; Pe - P. edulis; Ps - P. suberosa; Pc - P. cincinnata; Pse - P. setacea; Pmf - P. morifolia; Pli -

P. ligularis; Pml - P. maliformes; Pa - P. alata; Pst - P. subrotunda; Pf - P. foetida; Pg - P. gibertii. Inc (%) —

Incidéncia; ID (%) — indice de doenca. ™Dias apés inoculados. R — resistente; MR — moderadamente

resistente; MS — moderadamente suscetivel; S — suscetivel; AS — altamente suscetivel. Médias seguidas

pela mesma letra na coluna pertencem ao mesmo agrupamento pelo teste Scott-Knott (p<0,05).
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No caso especifico dos gendtipos de P. edulis f. flavicarpa, observou-se
comportamento diferenciado dentro e entre, com grande amplitude na
severidade da virose do endurecimento dos frutos, com variacdo de 0,56 a
90,50% (Tabela 3). Os gendtipos BGP188, H09-30 e Selecdo-2, apresentaram
sintomas leves da doenca ao longo das diferentes observacdes, com valores
de severidade de 0,56, 6,03 e 8,61%, respectivamente (Tabela 3). Isto indica
gue a variabilidade genética de P. edulis f. flavicarpa pode ser explorada para
selecao de fontes de resisténcia ao CABMV. Os resultados observados neste
trabalho sé@o corroborados por outros autores que também observaram ampla
variacdo nos sintomas de CABMV na espécie P. edulis f. flavicarpa,
classificando-a como moderadamente resistente a altamente suscetiveis
(CERQUEIRA-SILVA et al., 2008; VIANA et al., 2014; SANTOS et al., 2015).

As maiores estimativas de indice de doenca foram observadas para os
hibridos intraespecificos de P. edulis f. flavicarpa como BRS Sol do Cerrado,
FB300, BRS Rubi do Cerrado e BRS Gigante Amarelo, com 90,50%, 84,94,
84,04 e 81,43, respectivamente, sendo, portanto, classificados como altamente
suscetiveis (Tabela 3).

Considerando-se o fato que os cruzamentos intraespecificos, em geral,
sdo promovidos para ampliar a variabilidade genética para atributos
agronbmicos e de resisténcia as doencas no maracujazeiro comercial,
verificou-se que no presente estudo os hibridos comerciais avaliados nao
apresentaram resisténcia ao isolado CABMV da Bahia. Todavia, o genotipo
BGP188 pertencente a espécie P. edulis f. flavicarpa identificado como
resistente a virose poderd ser incorporado aos programas de hibridacdo
intraespecifica na tentativa de incluir alelos de resisténcia em hibridos
comerciais.

Importante salientar que foram observadas plantas assintomaticas ao
CABMV nas espécies P. suberosa (BGP014, BGP112, BGP134, BGP143,
BGP152), P. cincinnata (BGP077, BGP238 e BGP413) e P. malacophylla
(BGP170PA) (Tabela 3). Oliveira et al. (2013), também identificaram gendtipos
de P. cincinnata (BGP275, BGP292 e BGP342) resistentes ao CABMV. Estes
genotipos também poderdo ser utilizados em blocos de cruzamentos com
espécies comerciais de maracujazeiros (P. edulis f. flavicarpa) visando

incorporar resisténcia.
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No presente estudo, alguns hibridos interespecificos da segunda
geragao de retrocruzamentos — RC2 [P. edulis (BGP330) x P. cincinnata
(BGPO77) x P. edulis] apesar de possuirem genitores contrastantes quanto a
resisténcia, BGP330 com ID de 39,95% (suscetivel) e BGP077 (resistente) com
ID de 0,00%, foram consideradas moderadamente suscetiveis (ID variando de
30,61 a 41,56%). Fonseca et al. (2009) relataram a possibilidade de sucesso
na transferéncia dos genes de resisténcia do genitor doador na geracédo Fai,
embora ocorra a perda da resisténcia ao longo dos retrocruzamentos,
possivelmente associada a heranca poligénica do carater (FONSECA et al.,
2009; FREITAS et al., 2015a). Desse modo, nem todos os alelos de resisténcia
sdo incorporados nos individuos oriundos dos retrocruzamentos, pois na
tentativa de recuperar o genoma do genitor recorrente (P. edulis), ao menos em
parte, a resisténcia pode ser perdida, a medida que novos retrocruzamentos
sdo realizados (JUNQUEIRA et al., 2005).

A andlise de cluster apresentou coeficiente de correlagdo cofenética de
0,83, evidenciando ajuste adequado entre a representacdo grafica das
distancias e a matriz original (Figura 3). Valor semelhante de ‘ccc’ foi também
encontrado por (FREITAS et al., 2015b).

A andlise de agrupamento subdividiu os 80 gendtipos de Passiflora spp.
em quatro grupos (Figura 3). O grupo 1 (representadas pelas cores azul e
preto), € composto por 32 gendtipos, os quais foram classificados como
moderadamente suscetiveis (subgrupo 1, azul) e moderadamente resistentes
(subgrupo 2, preto). O grupo 2 (vermelho e azul), representado por 23
genotipos, foram constituidos por gendtipos suscetiveis (subgrupo 3, vermelho)
e moderadamente suscetiveis (subgrupo 4, azul). Porém, o grupo
moderadamente suscetivel, representado por 29 gendétipos pelo teste Scott-
Knott, na andlise de agrupamento indicado pelo dendograma revelou a divisdo
desta classe em dois subgrupos, sendo um préximo aos genotipos
moderadamente resistentes (subgrupo 2, preto) e o outro aos genoétipos
suscetiveis (subgrupo 3, vermelho). O gendtipo BGP393, classificado no teste
de média como suscetivel foi alocado nesta analise como altamente suscetivel
(grupo 4). No grupo trés (rosa), foram alocados 15 genatipos classificados com
resistentes, e por fim, o grupo quatro (verde) onde foram agrupados os 10

genadtipos altamente suscetiveis.
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Figura 3. Dendograma resultante da analise de agrupamento dos 80 gendétipos
de Passiflora spp. obtidos pelo indice de Gower e método de agrupamento
UPGMA (Unweighted Pair Group Method With Arithmetic Mean) com base nos
valores médios do indice de Doenca (ID%) avaliado aos 55 DAI. As diferentes
cores no dendrograma representam os diferentes grupos definidos pelo teste
de média de Scott-Knott (Tabela 2): azul (subgrupo 1 e subgrupo 4,
moderadamente suscetivel), preto (subgrupo 2, moderadamente resistente),
vermelho (subgrupo 3, suscetivel), rosa (grupo 3, resistente) e verde (grupo 4,
altamente suscetivel).

A variagdo observada nos gendtipos de maracujazeiro quanto a
severidade do CABMV pode estar associada a variabilidade genética do
género Passiflora, considerando a presenca de auto-incompatibilidade e

polinizacdo cruzada (PINTO et al., 2008). Destaca-se também, que as
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inconsisténcias entre espécies do nivel de resisténcia nos genotipos avaliados
podem ser atribuidas a fatores como idade das plantas, agressividade do
patégeno, mecanismos de resisténcia inerentes de cada genoétipo ou até
mesmo condi¢des ambientais, que influenciam na expressao dos sintomas da
doenca (CERQUEIRA-SILVA et al., 2012; SANTOS et a., 2015).

3.1 Detecc¢éao molecular do CABMV nas plantas inoculadas

O RT-PCR permitiu a amplificagdo de fragmentos gendmicos
correspondentes a regido de inclusdo citoplasmatica cilindrica (CI) de
aproximadamente 700 pb em todas as plantas sintomaticas, enquanto nas
plantas controle (negativo) e assintomaticas ndo houve amplificacdo deste
fragmento (Figura 4). O RT-PCR é comumente utilizado para detectar isolados
de Potyvirus em maracujazeiro (BARROS et al., 2011; RODRIGUES et al.,
2015). Vale destacar, que as plantas assintomaticas ndo foram consideradas
nas andlises de variancia que pudessem associar a resisténcia genética dos
genotipos ao teste de RT-PCR.

Apesar de néo ter sido realizado o sequenciamento dos amplicons, a
analise molecular com uso de iniciadores especificos para espécies de
Potyvirus, indica tratar-se do CABMV. Estes resultados permitem confirmar que
o isolado predominante nos campos de producdo do municipio de Cruz das
Almas, BA, Brasil, pertencem a espécie CABMV, o que cria subsidios
necessarios para a caracterizacao e ocorréncia, e ao mesmo tempo confirmado
pelos relatos de Nicolini et al. (2012), Rodrigues et al. (2015), Freitas et al.
(2015a), Melo et al. (2015), que indicaram que no Brasil o endurecimento dos

frutos do maracujazeiro esta essencialmente associado ao CABMV.



74

M (+) (+) () (#) (+) (A) (A) (A) () () M

Figura 4. Andlise de RT-PCR (Reverse Transcription — Polymerase Chain
Reaction) para deteccédo do fragmento gendmico correspondente a regido de
inclusdo cilindrica (Cl) do CABMV (Cowpea aphid borne mosaic virus) de
aproximadamente 700 pb. (+) ‘pools’ de amostras foliares inoculadas
sintomaticas, (A) ‘pools’ das plantas assintomaticas, e, (-) controles negativos.
Agarose 1%. M= Marcador Molecular (DNA Ladder 1Kb — Fermentas).

A ndo amplificacdo do fragmento gendémico do CABMV nas plantas
inoculadas e assintoméaticas podem ser um indicativo de resisténcia, baixa
multiplicacdo do virus nas plantas, impossibilitando sua deteccdo por RT-PCR,
e/ou falhas na inoculagdo também pode ser levada em consideragdo, porém é
importante destacar que as mudas foram inoculadas duas vezes (intervalo de
guatro dias) e em duas folhas distintas, o que reduziu em muito o risco de
escapes. Além desses fatores, a acdo de microRNAs (miRNA) na promocao do
silenciamento de RNA ou silenciamento génico pos-transcricional também pode
ser levado em consideracdo para explicar a ocorréncia de plantas
assintomaticas (MENG et al., 2011; FELIPPES et al., 2012; PANTALEO et al.,
2016).

Freitas et al. (2015a) observaram plantas assintomaticas pelo teste PTA-
ELISA, ao avaliarem populacdes segregantes de Passiflora em condicbes de
campo a severidade do CABMV. De forma semelhante, Santos et al. (2015) e
Oliveira et al. (2012), observaram diversas plantas assintomaticas de
maracujazeiro quanto aos sintomas de viroses. Estes autores discutem que a
presenca ou auséncia de sintomas nas plantas, podem estar associadas a

fatores como baixa agressividade do isolado utilizado, sinergismo viral,
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genatipos testados e condicbes ambientais. Estes autores, também relataram
gue estes fatores em conjunto com acdo dos miRNAs, podem explicar a
ocorréncia de plantas assintomaticas.

Os miRNAs desempenham importantes fungdes antivirais, pois regulam
ou degradam sequéncias especificas dos RNAs virais alvos, sendo
considerado como uma resposta adaptativa que protege as plantas da invaséo
viral (DENG et al., 2013; SARKIES; MISKA, 2014; CRUZ et al., 2014; YIN et al.,
2015). Mecanismos que levam ao silenciamento de RNA pela acdo dos
MiRNAs ainda séo relatados em outras culturas, porém novas pesquisas sao
requeridas para a averiguacao de tais mecanismos e a resisténcia de plantas

de maracujazeiros a viroses.



76

4. CONCLUSOES

a) Houve ampla variacdo no nivel de resisténcia dos genotipos, indicando a
existéncia de variabilidade genética para a severidade do CABMV em

condicdes controladas.

b) Os gendtipos BGP014, BGP077, BGP112, BGP134, BGP143, BGP152,
BGP170PA, BGP238 e BGP413 pertencentes as espécies P. suberosa P.
malacophylla, P. cincinnata, P. setacea e P. gibertii apresentaram resisténcia
ao (CABMV) podendo ser utilizadas como parentais em cruzamentos
interespecificos com as espécies comerciais P. edulis e P. alata consideradas

suscetiveis ao CABMV.

c) O gendtipo BGP188 pertencente a espécie de P. edulis, identificado como
resistente a virose tem potencial de uso em programas de hibridacdo

interespecifica.
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CONSIDERACOES FINAIS

Considerando a importancia mundial da cultura do maracujazeiro e a
inexisténcia de cultivares resistentes ao CABMV, os Capitulos 1 e 2
contribuirdo de forma efetiva para elaboracdo de estratégias mais objetivas de
avaliacdo de germoplasma (Capitulo 1), bem como para geracdo de novas
cultivares que apresentem resisténcia ao CABMV (Capitulo 2).

Os resultados oriundos do Capitulo 1 podem auxiliar na tomada de
decisbes ao tempo necessario de avaliacdo em diferentes espécies de
Passiflora e na identificacdo de pontos em que a doenca é mais severa, 0 que
indicaria a época ideal para selecdo dos genotipos. Adicionalmente, os eventos
epidemiologicos estabelecidos pela curva de progresso da doenca, permitiu um
melhor entendimento sobre a dindmica temporal da doenca ap0s a inoculacéo
dos genotipos. Para o programa de melhoramento genético de maracuja da
Embrapa Mandioca e Fruticultura, estes resultados foram de suma importancia
para adotar medidas futuras de avaliagcdo do germoplasma, visto que novas
fenotipagens de acessos do Banco de germoplasma podem ser realizadas de
forma efetiva seguindo os aspectos abordados neste Capitulo.

Especificamente no Capitulo 2, a variabilidade genética para as espécies
avaliadas a severidade do CABMV pode ser explorada para indicacao de
cruzamentos para geracao de populacdes segregantes para resisténcia a esta
importante virose do maracujazeiro. Os genoétipos BGP014, BGP077, BGP112,
BGP134, BGP143, BGP152, BGP170PA, BGP238 e BGP413, pertencentes as
espécies de Passiflora suberosa, P. malacophylla, P. cincinnata, P. setacea e
P. gibertii, apresentaram resisténcia completa (ID = 0,00%), tendo, portanto,
forte apelo para uso em programas de hibridacdo interespecifica. Por outro
lado, o gendtipo BGP188 pertencente a espécie de P. edulis f. flavicarpa,
também foi considerado resistente, sendo assim uma fonte de genes para 0s
programas de hibridacéo intraespecifica.

As ferramentas utilizadas para avaliacdo da reagao dos maracujazeiros
ao CABMYV foram bastante acuradas para discriminar as diferentes reagdes dos
genotipos avaliados, além de permitir uma rapida fenotipagem do germoplasma

de Passiflora spp.



