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RESUMO

PREISIGKE, Sandra da Costa; D.Sc.; Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro; novembro de 2017; RETROCRUZAMENTO EM MARACUJAZEIRO
VISANDO RESISTENCIA GENETICA AO Cowpea aphid-borne mosaic virus
ASSISTIDA POR TECNICAS CLASSICAS E MOLECULARES; Orientador: Prof,
Alexandre Pio Viana; Conselheiros: Profa. Rosana Rodrigues e Profa. Telma Nair
Santana Pereira.

O cultivo do maracujazeiro-azedo € afetado pela virose do endurecimento dos
frutos causada por Cowpea aphid-borne mosaic virus (CABMV). N&o existem
cultivares de P. edulis resistentes a essa doenca. O presente estudo teve por
objetivos: i) avaliar a resisténcia ao CABMV em populacdes segregantes de
maracujazeiro; ii) estimar parametros genéticos para caracteristicas agronémicas e
de resisténcia ao CABMV em seis familias de irmdos completos de macujazeiro-
azedo; iii) selecionar genatipos resistentes e com bom desempenho agronémico; e
iv) estimar a diversidade genética com base em informacdes de resisténcia ao
CABMV, desempenho agronémico e marcadores moleculares, em uma populacéo
segregante de maracujazeiro-azedo. O experimento foi implantado em blocos
casualizados com quatro repeticbes, composto por seis familias de irmaos
completos (gendtipos do primeiro retrocruzamento - RC1), hibridos interespecificos
das espécies P. setacea e P. edulis. Os sintomas da doenca foram avaliados
durante 14 meses, por uma escala de notas, nas folhas jovens, em toda a area
ocupada pela planta, tendo sido obtida com essas notas a area média abaixo da

curva de progresso (AACPDM). Foram estimados, somente para 0s genoétipos RCa,
Vil



0s componentes de varidncia e o valor genético para AACPDM e oito
caracteristicas morfoagrondmicas via procedimento REML/BLUP. O material
vegetal utilizado na caracterizacdo morfoagronémica e molecular foram genotipos
de P. setacea, P. edulis e da primeira geracdo de retrocruzamento. Na
caracterizagdo morfoagrondmica, foram avaliadas trés caracteristicas de produgéo
e uma de resisténcia ao CABMV. Posteriormente, foram obtidos a matriz de
distancia genética pela distancia euclidiana média e o agrupamento, pelo método
UPGMA. Para a caracterizacado molecular, foram utilizados 14 pares de iniciadores
microssatélite. Com essas informacfes, foram obtidas a estrutura genética da
populacdo, a estimacdo dos parametros de diversidade genética, a distancia
genética e o0 agrupamento dos genaotipos. Por fim, foi feita uma andlise conjunta
com os agrupamentos das informacfes morfoagronémicas e moleculares. Os
valores da caracteristica de resisténcia AACPDM variaram de 386,25 a 1241,25,
mostrando grande variabilidade para esse carater. O alto valor de herdabilidade
individual no sentido restrito para a caracteristica AACPDM (0,90) indica a
possibilidade de selecdo de gendtipos dentro de familia resistente ao CABMV. Na
estimacdo dos parametros genéticos para as caracteristicas morfoagronémicas,
observou-se baixa herdabilidade para todos as caracteristicas, que pb6de ser
contornada com a estimacdo dos BLUPs individuais. As caracteristicas
comprimento de fruto, espessura da casca e massa média de fruto foram as que
apresentaram maiores valores de herdabilidade, consequentemente, as que
obtiveram maiores ganhos. O uso de informag¢8es morfoagronémicas e moleculares
mostrou haver variabilidade genética entre os genitores e a populacdo e dentro da
populacao segregante de maracujazeiro. O niumero médio de alelos foi de 2,214,
préximo do esperado para a populacdo. Os valores de heterozigosidade esperada
variaram de 0,011 a 0,618, apresentando média de 0,303. A heterozigosidade
observada variou de 0,011 a 0,967, com média de 0,422. O valor médio da
heterozigosidade observada foi maior que a esperada, indicando elevado nimero
de individuos heterozigotos na populagéo. A andalise bayesiana permitiu a distin¢cao
dos gendtipos de P. setacea, hibrido interespecifico, P. edulis e de RC1, alocando-
os em diferentes grupos. A analise conjunta das variaveis morfoagrondmicas e
moleculares apresentou taxa de emaranhamento de 0,65, evidenciando a
divergéncia dos gendtipos entre 0os grupos de ambos os dendrogramas. O intuito

deste trabalho foi selecionar genoétipos produtivos e resistentes ao CABMV, mas
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como nao foi possivel reunir essas caracteristicas em um mesmo genétipo, optou-
se por genoétipos resistentes, pois as caracteristicas agronémicas seréao
recuperadas nas préoximas geracoes de retrocruzamento. Gendétipos como o 501,
505, 506, 597, 223, 484 e 312 sao os mais indicados para dar continuidade ao

programa de melhoramento genético.



ABSTRACT

PREISIGKE, Sandra da Costa; D.Sc.; Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro; novembro de 2017; BACKCROSS IN PASSION FRUIT WITH THE
INTENTION OF OBTAINING GENETIC RESISTANCE TO Cowpea aphid-borne
mosaic virus ASSISTED BY CLASSICAL AND MOLECULAR TECHNIQUES;
Orientador: Prof. Alexandre Pio Viana; Conselheiros: Profa. Rosana Rodrigues e
Profa. Telma Nair Santana Pereira.

The passion fruit crop is affected by the virus Cowpea aphid-borne mosaic virus
(CABMV) that the main symptom is the hardening of the fruits. There are no cultivars
of P. edulis resistant to this disease. The present study had the following objectives:
i) to evaluate the resistance to the CABMV in segregating populations of passion
fruit; ii) to estimate genetic parameters for agronomic characteristics and resistance
to CABMYV in six families of full sibling families of the passion fruit; iii) to select
resistant genotypes and with good agronomic performance; and iv) to estimate the
genetic diversity based on information on resistance to CABMV, agronomic
performance and molecular marker, in a segregating population of passion fruit. The
experiment was performed in a randomized block with four replicates, composed of
six families of complete siblings (first generation backcross genotypes - RCai),
interspecific hybrids of the species P. setacea and P. edulis. The symptoms of the
disease were evaluated during 14 months, obtaining the average area below the
disease progress curve (AACPDM). A scale of notes was assigned to young leaves
throughout the plant. The variance components and the genetic value for AACPDM

and eight morphoagronomic characteristics were estimated only for the RC:i
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genotypes by REML/BLUP. The plant material used in the morphoagronomic and
molecular characterization were genotypes of P. setacea, P. edulis and the first
generation of backcross. In the morphoagronomic characterization, three production
characteristics and one of resistance to CABMV were evaluated. Subsequently, the
genetic distance matrix was obtained by the mean Euclidean distance and the
grouping by the UPGMA method. For the molecular characterization, 14 pairs of
microsatellite primers were used. With this information, the genetic structure of the
population, the estimation of the parameters of genetic diversity, the genetic
distance and the grouping of the genotypes was obtained. Finally, a joint analysis
was made with the clusters of morphoagronomic and molecular information. The
AACPDM resistance characteristic values ranged from 386.25 to 1241.25 showing
great variability for this character. The high individual heritability value in the
restricted sense for the AACPDM characteristic (0.90) indicates the possibility of
selection of genotypes within the CABMV resistant family. In the estimation of
genetic parameters for morphoagronomic characteristics, low heritability was
observed for all traits, which could be rectified with the estimation of individual
BLUP’s. The characteristics of fruit length, bark thickness and average fruit mass
were those that presented higher values of heritability, consequently, those that
obtained greater gains. The use of morphoagronomic and molecular information
showed genetic variability between the parents and the population and within the
segregating passion fruit population. The mean number of alleles was 2.214 close
to that expected for the population. The expected heterozygosity values ranged from
0.011 to 0.618 presenting an average of 0.303. The observed heterozygosity ranged
from 0.011 to 0.967 with a mean of 0.422. The mean value of heterozygosity
observed was higher than expected, indicating a high number of heterozygous
individuals in the population. Bayesian analysis allowed distinguishing genotypes of
P. setacea, interspecific hybrid, P. edulis and RC1, by allocating them in different
groups. The joint analysis of the morphoagronomic and molecular variables
presented an entanglement rate of 0.65 evidencing the divergence of the genotypes
between the groups of both dendrograms. The purpose of this work was to select
genotypes that are productive and resistant to CABMV, but since it was not possible
to combine these characteristics in the same genotype, we chose resistant

genotypes because the agronomic characteristics will be recovered in the next
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generations of backcrossing. Genotypes such as 501, 505, 506, 597, 223, 484 and
312 are best suited to continue the breeding program.
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1. INTRODUCAO

O maracujazeiro-azedo (Passiflora edulis Sims) € a espécie mais
conhecida e estudada dentro do género Passiflora, considerado o maior e mais
importante da familia Passifloraceae. E originario das Américas Tropical e
Subtropical (Vanderplank, 2000). O Brasil é um dos principais centros de
diversidade genética dessa familia, com quatro géneros e 153 espécies, sendo 87
espécies endémicas (Bernacci et al., 2015). As diferentes espécies de Passiflora
estdo distribuidas por todo o territério nacional.

O cultivo comercial do maracujazeiro-azedo foi iniciado por volta de 1970,
tornando o pais o maior produtor e consumidor desta fruteira, com uma producao
de 703.489 toneladas, numa area de 50.204 mil hectares, no ano de 2016 (IBGE,
2017). No entanto, houve uma queda na producao referente aos ultimos setes anos,
podendo ter sido ocasionada por problemas fitossanitarios.

Doenca como a virose do endurecimento do fruto, causada pelo Cowpea
aphid-borne mosaic virus (CABMV), transmitida de forma n&o persistente por varias
espécies de afideos, é considerada uma das mais importantes economicamente.
As plantas infectadas tém reducdo da area foliar e do peso de fruto, com
consequente reducdo do numero, da qualidade e do valor comercial dos frutos. As
perdas causadas pela infeccdo do CABMV sé&o consideradas um problema muito
grave para a cultura, pois pode afetar 100% dos pomares, inviabilizando o cultivo
do maracujazeiro (Nascimento et al., 2004; Cerqueira-Silva et al., 2008). Para essa

doenca, néo existe forma de controle eficiente, e 0 desenvolvimento de cultivares



resistentes ao CABMV seria uma alternativa viavel, uma vez que nao existe
nenhuma cultivar de maracujazeiro-azedo resistente que tenha sido registrada até
0 momento, apesar dos esforcos dos pesquisadores em programas de
melhoramento genético do maracujazeiro. Ha relatos de resisténcia ao CABMV em
varias espécies silvestres (Maciel et al., 2009; Oliveira et al., 2013a; Gongalves et
al., 2018) e em hibridos interespecificos (Freitas et al., 2015; Santos et al., 2015).

Além dos problemas fitossanitarios na cultura do maracujazeiro, ha ainda
caréncia de genotipos adaptados as regides de cultivo, sendo necesséria a adocao
de programas de melhoramento genético que visem a associar essas duas
vertentes.

Diante da perspectiva de ampliar a base genética da cultura do
maracujazeiro, principalmente em relacdo a resisténcia a doenca, o grupo de
pesquisa de melhoramento genético de maracujazeiro da UENF vem somando
contribuicdes importantes para o progresso genético da cultura, pela conducéo de
pesquisas que visam a obter uma cultivar resistente ao CABMV, com  bom
desempenho agrondmico. Este programa teve inicio com a obtencéo de hibridos
interespecificos oriundos dos cruzamentos entre P. setacea, resistente ao CABMV,
e P. edulis, espécie comercial suscetivel ao CABMV (Santos et al., 2014).
Posteriormente, foram avaliados e selecionados quanto a resisténcia ao CABMV
(Santos et al., 2015a) e as caracteristicas agronémicas (Santos 2015b; Freitas et
al 2016). O gendtipo selecionado foi retrocruzado com P. edulis, e os descendentes
foram inoculados com o CABMV para um estudo preliminar da heranca da
resisténcia, tendo sido constatados indicios de heranca poligénica (Freitas et al.,
2015).

Os hibridos interespecificos resistentes obtidos neste programa
apresentam algumas caracteristicas agronémicas indesejaveis ao consumidor,
havendo necessidade de o genoma da espécie comercial (P. edulis) ser
recuperado. Um método que pode ser utilizado para recuperacdo do genoma € o
retrocruzamento.

O meétodo de retrocruzamento, originalmente desenvolvido para a
transferéncia de um ou mais genes, apesar de ser um método conservador, pode
originar uma populacao inicial com consideravel distancia genética (Lorencetti et
al., 2006), aumentando a chance de identificacdo de individuos superiores ao longo

do processo. Para a caracteristica cuja expressao € controlada por muitos genes,



esse método também pode ser eficiente na transferéncia, sendo necessario
aumentar o numero efetivo da populacdo (Borém et al., 2017)

Uma etapa importante no melhoramento genético do maracujazeiro,
principalmente nas fases iniciais, € a caracterizacdo agronémica e molecular e as
estimativas de parametros genéticos em populacdes segregrantes, por orientarem
na escolha de genitores e no planejamento dos cruzamentos.

A escolha dos métodos de melhoramento depende do conhecimento dos
mecanismos genéticos responsaveis pela heranca do carater sob selecéo (Viana e
Resende, 2014). A utilizacdo das estimativas dos parametros genéticos fornece
informacdes para as acdes dos programas de melhoramento genético, uma vez
gue estas estimativas promovem o conhecimento sobre a natureza da acao génica
envolvida na transmissao dos caracteres (Viana e Resende, 2014).

A metodologia de modelos mistos REML/BLUP vem sendo uma o6tima
alternativa para a estimacao de parametros genéticos, por envolver a estimacéo
dos componentes de variancia pelo método de maxima verossimilhanca restrita
(Restricted Maximum Likelihood - REML) e a predi¢éo dos valores genotipicos pela
melhor predicdo linear ndo viciada (Best Linear Unbiased Prediction - BLUP),
resultando num processo de selecdo mais acurado (Resende, 2002; Alves e
Resende, 2008). Os valores genéticos individuais preditos pelo BLUP tém sido
empregados como uma forma de aumentar os ganhos de sele¢édo. A predicdo do
valor genético aditivo levara a maximizacdo da possibilidade de selecionar os
melhores individuos e a maximizacdo do ganho genético por ciclo de selecao
(Resende, 2002; Viana e Resende, 2014). Essa predicdo dos valores genéticos
individuais é uma grande vantagem da metodologia.

Em espécies perenes, que convivem comumente com situacbes de
desbalanceamentos de informacdes fenotipicas experimentais, os modelos mistos
podem ser aplicados por ndo exigirem balanceamento, além de corrigirem os dados
para efeitos ambientais e predizerem de maneira precisa e nao viciada os valores
genéticos, conduzindo a maximizacdo do ganho genético com a sele¢éo (Resende
et al.,, 2001). Esse procedimento tem sido aplicado em diversas culturas,
especialmente em culturas perenes e fruteiras como café (Carias et al., 2016),
cana-de-acgucar (Gongalves et al.,, 2014), goiaba (Gomes et al.,, 2017), mamé&o
(Vivas et al., 2014) e maracuja (Santos et al., 2015b; Freitas et al., 2016).



Para o progresso na selecdo de gendtipos para avanco de geracdes em
um programa de melhoramento que visa a obter genétipos com boa produtividade
e resistente a doencas, €& necessario conhecer, explorar e manusear
convenientemente a variabilidade genética disponivel. Para explorar a variabilidade
genética, podem ser utilizadas andlises morfoagronémicas e moleculares, que
estdo entre as ferramentas mais utilizadas para estimar a diversidade genética
(Maric et al., 2004). Em programas de melhoramento genético, é importante o uso
destas duas categorias de informacfGes, molecular e morfoagronémica, visto
ajudarem na compreensdo das relacdes genéticas entre o germoplasma estudado
(Ramos et al., 2012).

Nos ultimos anos, vem ocorrendo um aumento consideravel na pesquisa
dedicada a obtencao de estimativas de variabilidade genética, usando marcadores
moleculares, seja na diversidade genética entre gendtipos da espécie P. edulis
(Padua et al., 2005; Ortiz et al., 2012; Costa et al., 2012; Cerqueira-Silva et al.,
2014b) ou em espécies silvestres de maracujazeiro (Cergueira-silva et al., 2012;
Cerqueira-Silva et al., 2014b; Cerqueira-Silva et al., 2014c; Paiva et al., 2014). Os
marcadores moleculares também estdo sendo empregados para 0 monitoramento
da variabilidade genética em populacdes segregantes sujeitas a ciclos de sele¢cbes
(Reis et al., 2012; Silva et al., 2016; Viana et al., 2017) em popula¢éo oriunda de
retrocruzamento (Fonseca et al., 2009). Estes trabalhos referenciados evidenciam
a importancia do uso de marcadores moleculares, associado a programas de
melhoramento em diferentes vertentes.

Diante do exposto, esse estudo foi conduzido em decorréncia da
necessidade de serem desenvolvidas cultivares de maracujazeiro resistentes ao
CABMV, dando continuidade ao programa de melhoramento genético de
maracujazeiro da UENF. Hibridos interespecificos resistentes ao CABMV ja foram
obtidos (Santos et al., 2015a), no entanto é necessario resgatar as caracteristicas
agronO6micas presentes em P. edulis e manter os genes de resisténcia a doenga.
Assim, este trabalho teve por objetivo avancar geracao de retrocruzamento entre
hibridos (P. edulis x P. setacea) e o genitor recorrente P. edulis, avaliar e selecionar
genotipos resistentes ao CABMV e estimar parametros genéticos e de diversidade

genética via caracteristicas morfoagronémica e marcadores moleculares.



2. OBJETIVOS

2.1 Geral: Avanco de geracao de retrocruzamento entre hibridos (P. edulis x P.

setacea) e 0 genitor recorrente P. edulis, visando ao desenvolvimento de cultivares

de maracuja-azedo resistentes ao CABMV, com bom desempenho agronémico.

2.2 Especificos:

)

i)

ii)

Vi)

Obter a primeira geracdo de retrocruzamento entre hibridos (P.
edulis x P. setacea) e o genitor recorrente P. edulis;

Avaliar a resisténcia ao CABMV nas progénies obtidas por
retrocruzamento com o auxilio de trés escalas de notas: nas folhas
jovens, distribuicdo dos sintomas da virose em toda a area ocupada
pela planta e nos frutos;

Estimar parametros genéticos e valores genotipicos pelo
procedimento REML/BLUP em nivel de planta dentro de progénies
para o carater resisténcia ao CABMV (area abaixo da curva de
progresso da doencga);

Selecionar genotipos para serem genitores na proxima geracdo de
retrocruzamento com base na resisténcia genética ao CABMV;
Estimar parametros genéticos e valores genotipicos pelo
procedimento REML/BLUP em nivel de planta dentro de progénies
para caracteristicas agronémicas;

Selecionar genétipos com bom desempenho agronémico;



vii)

viii)

Estimar a divergéncia genética entre progenitores, genitores e a
populacdo segregante por meio de informacdes morfoagronémicas
e moleculares;

Estimar indices genotipicos para quantificacdo e estruturacdo da

variabilidade genética; e

Fazer a andlise conjunta das informacdes morfoagrondmicas e

moleculares.



3. CAPITULOS

3.1 RETROCRUZAMENTO EM MARACUJAZEIRO: AVANCO DE GERAC}AO E
SELECAO DE GENOTIPOS RESISTENTES AO Cowpea aphid-borne mosaic

virus

3.1.1. INTRODUCAO

O maracujazeiro-azedo (Passiflora edulis Sims) € a espécie mais conhecida
e estudada dentro do género Passiflora. O Brasil, desde a década de 70, vem se
destacando mundialmente como maior produtor e consumidor desta fruteira, com
uma producéo de 703.489 toneladas e produtividade de 14,10t ha! no ano de 2016
(IBGE, 2017). No entanto, a producéo e a produtividade de maracujazeiro no Pais
tém potencial para atingir patamares bem superiores.

Problemas fitossanitarios podem ser uma das causas dessa limitagéo.
Doenca como a virose do endurecimento do fruto, causada pelo Cowpea aphid-
borne mosaic virus (CABMV), € considerada uma das mais importantes
economicamente, podendo, em algumas situagcfes, inviabilizar o cultivo do
maracuja (Cerqueira-Silva et al., 2008). Para essa doenca, n&o existe forma de

controle eficiente, e o desenvolvimento de novas cultivares resistentes ao CABMV



seria uma alternativa viavel, uma vez que ndo existe nenhuma cultivar de
maracujazeiro resistente que tenha sido registrada até o momento.

O virus pode ser transmitido por varias espécies de afideos, via extrato foliar
tamponado, por enxertia e por equipamento de poda (Zerbini et al., 2005; Di Piero
et al., 2006). Os sintomas induzidos pela infeccdo do CABMV consistem em folhas
com mosaico com intensidade variada, manchas amareladas em forma de anel,
mosqueamento, rugosidade, embolhamento ou distor¢do. Os internédios tornam—
se curtos, por isso ha reducéo no porte das plantas infectadas. Em decorréncia da
doenca, a produtividade é reduzida quantitativa e qualitativamente, uma vez que 0s
frutos ficam menores, deformados e endurecidos, podendo até exibir rachaduras,
dependendo da estirpe do virus. Consequentemente, reduz também o valor
comercial dos frutos, o ciclo da cultura e a vida econdmica do pomar (Gioria et al.,
2000; Rezende, 2006).

Alguns estudos relacionados a resisténcia em maracujazeiro ao CABMV
como a obtencéo de plantas transgénicas (Monteiro-Hara et al., 2011; Correa et al.,
2015), a inducédo de resisténcia (Di Piero et al., 2010) e a introgressao de genes de
resisténcia por meio de hibridacdes interespecificas vém sendo desenvolvidos
(Fonseca et al., 2009; Santos et al., 2015a; Freitas et al., 2015). Na introgressao de
genes de resisténcia, melhoristas fazem hibridacdes interespecificas, seguidas de
retrocruzamentos, para combinar a resisténcia ao CABMV encontrada na espécie
silvestre P. setacea com as caracteristicas de qualidade e de produtividade de
frutos da espécie comercial P. edulis (Fonseca et al., 2009; Santos et al., 2015;
Freitas et al., 2015).

Na introgressdo de genes de resisténcia ao CABMV em cultivares de
maracuja-azedo, melhoristas tém buscado o uso de espécies silvestres resistentes,
pois a base genética das cultivares comerciais de maracujazeiro-azedo é
relativamente estreita, ndo havendo variabilidade genética para resisténcia a esta
virose (Oliveira et al., 2013a). A espécie silvestre P. setacea esta sendo introduzida
em programas de melhoramento genético do maracujazeiro, por ser considerada
resistente a algumas doencas, principalmente ao CABMV (Oliveira et al., 2013a;
Santos et al., 2015a; Goncgalves et al., 2018). Assim, esta espécie vem sendo usada
em introgressdo de genes de resisténcia por meio de hibridacdo interespecifica.

Além da resisténcia a doencga, essa espécie tem outros atributos fisico-quimicos de



frutos desejaveis para o melhoramento genético (Cerqueira-Silva et al., 2009;
Ataide et al., 2012).

O grupo de pesquisa do maracujazeiro-azedo da Universidade Estadual do
Norte Fluminense Darcy Ribeiro-UENF, em trabalhos desenvolvidos por Santos et
al. (2015) e Freitas et al. (2015), tem contribui¢ces significativas para a obtencdo
de cultivares resistentes ao CABMV. Nesse estudo, foram observados alguns
hibridos interespecificos (P. edulis x P. setacea) resistentes ao CABMV. No
entanto, as caracteristicas agrondmicas desejaveis precisam ser recuperadas,
neste caso o uso de sucessivas geracfes de retrocruzamento é indicado para
resgatar as caracteristicas agronémicas de interesse e manter a resisténcia ao
virus.

Este trabalho objetivou estimar parametros genéticos para a caracteristica
de resisténcia ao CABMV em populacbes segregantes de maracujazeiro e
selecionar genaétipos resistentes para serem genitores na proxima geracdo de
retrocruzamento (RC2) do programa de melhoramento genético de maracujazeiro
da UENF.

3.1.2. REVISAO

3.1.2.1. Género Passiflora

Originario das Américas, o género Passiflora pertence a familia
Passifloraceae, havendo relatos de que os ancestrais de Passiflora sdo originarios
da Africa e se dispersaram para a Europa e Asia até chegar ao continente
americano (Muschner et al., 2012). Segundo os autores, a partir da América
Central, esses ancestrais se diversificaram rapidamente por eventos de dispersao
de longa distancia.

O Brasil € um dos principais centros de diversidade genética da familia
Passifloraceae, com quatro géneros e 153 espécies, sendo 87 espécies endémicas
(Bernacci et al., 2015). As espécies sao encontradas em todas as regiées do Pais.

O género Passiflora caracteriza-se por apresentar espécies trepadeiras

herbaceas ou lenhosas; folhas inteiras ou lobadas; estipulas setaceas, lineares ou
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foliaceas, algumas vezes caducas; peciolo com ou sem glandulas; flores grandes
e coloridas; sépalas, as vezes, dorsalmente corniculadas ou aristadas proximo ao
apice; pétalas membranaceas; filamentos da corona com duas ou varias séries,
coloridas; opérculo presente; limen anular ou cupuliforme situado na base do
androginoforo; androginéforo alongado, raramente curto; ovéario 3-4 carpelar,
estigmas 3-4; e frutos em baga ou capsula deiscente (Ulmer e MacDougal, 2004;
Nunes e Queiroz, 2006).

As principais espécies do género sdo diploides (2n=2x=18 cromossomos),
alégamas e autoincompativeis (Martin e Nakasone, 1970), mas algumas espécies
de Passiflora silvestres sdo autocompativeis, segundo Meletti et al. (2005) e
Jungueira et al. (2005). A autoincompatibilidade é uma caracteristica importante,
pois favorece a diversidade genética das espécies. Junqueira et al. (2005) relatam
as espécies P. tenuifila, P. elegans, P. capsularis, P. villosa, P. suberosa, P. foetida
como autocompativeis.

Apesar da ampla variabilidade genética existentes no género Passiflora, os
cultivos comerciais do Brasil baseiam-se numa Unica espécie, 0 maracuja-azedo
(Passiflora edulis), que representa mais de 90% dos pomares, pela qualidade dos
seus frutos, vigor, produtividade e rendimento em suco (Meletti e Bruckner, 2001,
Meletti, 2011; Oliveira et al., 2013a; Viana et al., 2016).

3.1.2.2. Espécies de Passiflora: P. setacea e P. edulis

A Passiflora setacea DC. é uma espécie silvestre de maracujazeiro que
ocorre nos biomas Cerrado e Caatinga e em areas de transi¢cdo, como o Semiarido
Norte-Mineiro do Brasil (Figura 1A). E conhecida popularmente como sururuca,
maracuja-de-cobra e maracuja-do-sono (Flora do Brasil, 2017). Trata-se de uma
espécie silvestre cuja polpa dos frutos, segundo uso popular, previne problemas de

insénia (Guimaraes et al., 2013).
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Figura 1. Representagdo geografica da ocorréncia confirmada das espécies P.
setacea e P. edulis. A) Os estados preenchidos pela cor cinza no mapa
representam a ocorréncia de P. setacea no Brasil; B) Os estados preenchidos pela
cor cinza no mapa representam a ocorréncia de P. edulis no Brasil. Fonte: Flora do
Brasil (2017) Campos dos Goytacazes, RJ, 2017.

A espécie P. setacea apresenta morfologia semelhante as outras passifloras,
como glandulas secretoras de néctar localizadas na folha, especialmente no meio
do peciolo, além da producdo de néctar floral utilizado como recurso para seus
polinizadores, também apresenta uma estrutura em forma de coluna que sustenta
o androceu e o gineceu, denominado de androgin6foro. O androceu é composto
por cinco anteras e o gineceu, por trés estigmas (Melo et al., 2014). Apesar de ter
flores completas, a espécie P. setacea DC. é alégama e autoincompativel, com alto
grau de heterozigose (Duvick, 1967). Essa espécie tem um numero basico de
cromossomos, n=x=9 (MaCdougal e Feiullet, 2004). Por ser uma das espécies de
antese noturna do género, estd sujeita a visitacdo de polinizadores como
Chiroptera, himendpteros, lepiddpteros e/ou coledpteros de habito noturno, tendo
como provaveis polinizadores mariposas e morcegos (Junqueira et al., 2005;
Ferreira, 2016a).

Os frutos de P. setacea tém o formato redondo-ovalado, além de serem
menores em relacdo ao maracujazeiro-azedo, com coloragédo verde-amarelada,
apresentando cinco listras longitudinais (Vieira et al., 2008; Ribeiro et al., 2014). A
frutificacdo dessa espécie, em geral, ocorre em duas épocas do ano, de janeiro a
marc¢o no sul da Bahia e de agosto a outubro no Estado de Sdo Paulo (Ataide, et
al., 2012; Ribeiro et al., 2014). A semente de P. setacea é induzida a dorméncia
quando submetida a baixas temperaturas e a baixo teor de agua. Esta dorméncia

pode ser superada por tratamento com acido giberélico, podendo ser conservada
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por até 8 meses, sob baixas temperaturas, a -20 ou -196 °C, pois mantém o0s
padrbes minimos de viabilidade estabelecidos internacionalmente (Padua et al.,
2011). Muitos pesquisadores relatam que essa espécie tem dificuldade de
propagacao, tanto por sementes como por estacas herbaceas (Chaves et al., 2004;
Santos et al., 2016).

A espécie P. setacea vem recebendo destaque pelo seu uso em programas
de melhoramento genético. A primeira cultivar de maracujazeiro silvestre registrada
e protegida pelo Ministério da Agricultura foi a BRS Pérola do Cerrado, obtida por
selecdo massal entre gendtipos de P. setacea, visando ao aumento da
produtividade, tamanho de frutos e resisténcia a doencas (Costa et al., 2015;
EMBRAPA, 2017). Esta espécie é muito utilizada como fonte de resisténcias a
varias doencas (Oliveira et al., 2013a; Fuhrmann et al., 2014; Santos et al., 2015).

Passiflora edulis Sims, espécie conhecida popularmente como
maracujazeiro-azedo ou maracujazeiro-amarelo, é nativa do Brasil, mas ndo é
endémica, podendo ser encontrada em varias regides do Pais (Figura 1B). Tem
caule cilindrico-lenhoso, folha trilobada, glandula no peciolo, margem serreada
glandular; flor com o hipanto campanulado, arista presente nas sépalas, corona
multisseriado, androgin6foro maior que 1,5 cm comprimento; fruto com formato
baga e numerosas sementes (Flora do Brasil, 2017). Assim como a P. setacae, a
espécie P. edulis é diploide (2n=2x=18 cromossomos), alégama e auto-
incompativeil. O tipo de autoincompatibilidade € homomorfica e esporofitica
(Bruckner et al.,1995). A abertura das flores ocorre do meio-dia até a noite. O
melhor horério para a polinizacdo € quando o estilete se encontra totalmente
curvado apos a antese (Akamine e Girolami, 1959; Cunha et al., 2004).

Passiflora edulis é a principal espécie cultivada, representando,
aproximadamente, 90% dos pomares brasileiros, principalmente pela sua
qualidade, produtividade, vigor e rendimento em suco (Meletti e Bruckner, 2001,
Meletti, 2011; Oliveira et al., 2013a; Silva et al., 2014; Viana et al., 2016).

Em razéo, principalmente, da morfologia floral e da presenca de gréos de
polen pesados e pegajosos, a polinizacdo natural do maracujazeiro-azedo €
dependente de insetos polinizadores, sendo o0s principais as mamangavas do
género Xylocopa. Na auséncia de insetos polinizadores, ha necessidade de
polinizacdo artificial, 0 que se tornou uma técnica de cultivo, cujos beneficios a

frutificacdo séo inquestionaveis (Souza e Meletti, 1997; Krause et al., 2012).
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No Brasil, 0 maracuja-azedo foi considerado uma fruta de pomar domeéstico
durante muitos anos, em razao de suas propriedades medicinais. Seu valor
comercial foi descoberto no final da década de 60, quando os primeiros pomares
paulistas foram instalados (Meletti, 2011). Ap0s a década de 70, houve uma
crescente evolugcdo no plantio dessa fruteira, sendo considerado, atualmente, o
maior produtor e consumidor desta fruteira. Varios programas de melhoramento
tém contribuido para manter esta posicédo de destaque do maracujazeiro-azedo no
cenario da fruticultura brasileira. A maioria dos trabalhos desenvolvidos estéa voltada
para a producédo e a qualidade de frutos (Silva et al., 2016; Viana et al., 2016;
Cavalcante et al., 2017; Silva et al., 2017). Pelo fato de o maracuja-azedo ser
suscetivel a varias doencas, trabalhos voltados para a resisténcia genética a
doencas vém se destacando (Fonseca et al., 2009; Di Piero et al., 2010; Monteiro-
Hara et al., 2011; Preisigke et al., 2015; Santos et al., 2015a; Freitas et al., 2015).

3.1.2.3. Virose do endurecimento dos frutos (Cowpea aphid-borne mosaic
virus-CABMV)

Segundo Yuki et al. (2006), a cultura do maracujazeiro pode ser acometida
por diversas viroses, sendo a doenca do endurecimento dos frutos a mais
importante da cultura em todo o mundo. Este virus foi originalmente descrito na
Austrdalia (Taylor e Greber, 1973; Shukla e Ward, 1988). Comecou a ser detectado
em regides produtoras do Brasil por volta de 1970, em plantas comerciais de
maracujazeiros-azedo e doce, no estado da Bahia (Yamashiro e Chagas, 1979),
afetando severamente a produtividade da cultura, o valor comercial dos frutos e o
periodo economicamente produtivo (Pio-Ribeiro e Mariano, 1997).

A doenca pode ser detectada na maioria das areas de producao de maracuja
em varios estados do Pais como S&o Paulo (Chagas et al., 1992; Yuki et al., 2006),
Minas Gerais (Oliveira, 2006), Santa Catarina (Colariccio et al., 2008), e Mato
Grosso do Sul (Stangarlin et al., 2017) e Rio de Janeiro (Maciel et al., 2009; Santos
et al., 2015a). Sua ocorréncia de forma generalizada tem sido detectada nos
campos de produgdo de maracujazeiros, inclusive na Regido Norte Fluminense,
onde pesquisas visando ao seu controle sdo ainda incipientes (Santos et al.,
2015a).
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Pelo menos dois potyvirus podem causar a doenca do endurecimento dos
frutos em todo o mundo, Cowpea aphid-borne mosaic virus (CABMV) e Passion
fruit woodiness virus (PWV). Até aproximadamente meados da década de 1990,
acreditava-se que o PWV fosse o Unico agente causador da virose do
endurecimento dos frutos no Brasil (Kitajima et al., 1986; Shukla e Ward, 1988).
Entretanto, com o avanco das técnicas de diagndostico molecular, com base no
sequenciamento da proteina capsidial de isolados provenientes dos estados de Sao
Paulo, Bahia, Espirito Santo, Minas Gerais, Paraiba, Pernambuco, Sergipe e
Distrito Federal, Rio de Janeiro, inclusive alguns anteriormente identificados como
PWYV, diagnosticou-se o CABMV como o principal, sendo o unico agente etiolégico
do endurecimento dos frutos em maracujazeiros cultivados em territério nacional.
Andlises filogenéticas utilizando a sequéncia da capa proteica desses isolados
indicaram identidade méxima com isolados de CABMV (86 a 94%), ja com 0s
isolados de PWYV, apenas 68 a 76%. Até o momento, nenhum isolado brasileiro
sequenciado pertence a espécie PWV (Cerqueira-Silva et al., 2008; Barros et al.,
2011; Santos et al., 2015a).

O CABMV é uma espécie do género Potyvirus transmitido de forma néo
persistente por varias espécies de afideos vetores, mecanicamente por extrato
foliar tamponado e por enxertia (Di Piero et al., 2006; Gibbs e Ohshima, 2010).
Plantas de maracujazeiro infectadas por esse virus tém sintomas como mosaico
comum, acompanhado, em alguns casos, de enrugamento, deformacdes e bolhas
no limbo foliar, reducéo de crescimento da planta, endurecimento e deformidade
dos frutos. Os sintomas foliares podem diminuir em intensidade ou quase
desaparecerem em algumas folhas da haste e retornar, posteriormente, nas folhas
mais novas, dependendo da estirpe do virus e das condicdes ambientais (Rezende,
2006).

Para reduzir a queda na produtividade de maracujazeiro-azedo em plantios
com histérico da virose do endurecimento dos frutos, recomendam-se algumas
medidas preventivas, como uso de mudas sadias obtidas de viveiros certificados,
eliminacdo completa das instalagdes antigas, adocao de praticas cuidadosas para
poda e desbaste, eliminacdo sistematica de plantas com sintomas de mosaico e,
sempre que possivel, plantio em locais isolados suficientemente longe de focos
conhecidos do virus. Embora essas recomendacdes ndo sejam totalmente eficazes

e seus efeitos possam ser momentaneos, essas adoc¢Oes poderiam ajudar a
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prolongar a vida util de um pomar e reduzir os danos potencialmente causados pelo
CABMV (Cerqueira-Silva et., al 2014a).

O numero de estudos relacionados a esta doenca tem aumentado
consideravelmente, ainda que estejam na fase inicial. Estratégias como a obtencao
de plantas transgénicas (Monteiro-Hara et al., 2011), inducdo de resisténcia (Di
Piero et al., 2010) e introgressao de genes resisténcia (Fonseca et al., 2009; Freitas
et al., 2015; Santos et al., 2015a) vém sendo consideradas para o controle da

doenca.

3.1.2.4. Melhoramento de maracujazeiro visando a resisténcia a doenca

Segundo Meletti (2011), o melhoramento do maracujazeiro teve um
incremento de trabalhos de pesquisas a partir de 1990 com o langcamento das
primeiras cultivares e a consolidacdo de equipes multidisciplinares de pesquisa. O
melhoramento genético dessa cultura trouxe avancos significativos em relacéo a
produtividade e qualidade de frutos (Neves et al., 2011; Silva et al., 2016;
Cavalcante et al., 2017; Silva et al., 2017) e também alguns avancos relacionados
a resisténcia as doencas e pragas importantes da cultura (Bueno et al., 2010;
Oliveira et al., 2013a; Santos et al., 2015a).

O melhoramento visando a resisténcia a doenca merece uma atencao
especial pelas constantes perdas nos pomares, diminuicdo da qualidade dos frutos,
reducdo na vida Util da lavoura e, muitas vezes, inviabilidade no cultivo dessa
fruteira (Gioria et al., 2000; Oliveira et al., 2013a). Algumas doencas como a virose
do endurecimento dos frutos vém se destacando pelo fato de causar sérios
prejuizos a cultura do maracujazeiro, até o momento, ndo havendo uma forma
eficiente de conviver com essas doencas.

O uso de espécies silvestres, principalmente como fontes de resisténcia a
doenca, em cruzamentos artificiais com a espécie comercial tem mostrado grande
potencial. Para obter sucesso na hibridagéo interespecifica € necessario que as
espécies a serem combinadas apresentem homologia cromossémica. Portanto, o
conhecimento das relacbes gendmicas é necessario para 0 sucesso de um
programa de hibridac&o (Pereira et al., 2010). Alguns estudos relatam sucesso na
hibridacdo interespecificas entre algumas espécies do género Passiflora

(Conceicao et al., 2011; Fuhrmann et al., 2014). Pesquisas feitas pela Embrapa



16

Cerrados tém verificado que P. setacea, P. coccinea e P. grandulosa apresentam
compatibilidade genética com P. edulis, quando utilizadas como genitor masculino
ou feminino, e P. caerulea, quando utilizada como genitor masculino (Junqueira et
al., 2005). Outros estudos tém confirmado a compatibilidade de cruzamentos entre
P. setacea e P. edulis (Soares-Scott., 2003; Fonseca et al., 2009; Santos et al.,
2014; Fuhrmann et al., 2014).

Em programas de melhoramento envolvendo hibridag6es interespecificas,
os melhoristas enfrentam varios problemas, como a incongruidade, macho-
esterilidade, baixa viabilidade polinica ou dificuldade em florescer (Otoni, 1996;
Soares-Scott et al., 2003; Meletti et al., 2005; Pereira et al., 2010), além da auséncia
de caracteristicas agronémicas interessantes para o cultivo e a comercializacao.
Neste caso, uma alternativa € o uso dos retrocruzamentos, utilizando variedades
comerciais como genitores recorrentes. Fonseca et al. (2009) fizeram cruzamentos
artificiais entre as espécies P. setacea e P. edulis visando a transferir genes de
resisténcia ao CABMV, contido na espécie P. setacea, para a espécie P. edulis
(suscetivel). Os hibridos interespecificos foram obtidos e utilizado o método de
retrocruzamento para o avanco de cinco geracdes, ou seja, até a RCs. Constatou-
se que a resisténcia ao CABMYV foi se reduzindo ao longo das geragdes, chegando
ao mesmo nivel de severidade de gendtipos de P. edulis na geracdo RCs. O uso
de poucos gendtipos, curto periodo de avaliagcdo e heranca da resisténcia, pode
explicar essa perda de resisténcia.

O programa de melhoramento do maracujazeiro-azedo visando a
resisténcia genética ao CABMV da Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro (UENF) vem obtendo resultados promissores. Esse programa foi
iniciado com o trabalho de Santos et al. (2014), com a obtencédo de hibridos
interespecificos entre P. setacea (resistente ao CABMV) e P. edulis (espécie
comercial suscetivel ao CABMV). Apo6s a obtencao, os hibridos foram avaliados
guanto a resisténcia ao CABMV (Santos et al.,, 2015a) e as caracteristicas
agrondmicas (Santos 2015b; Freitas et al., 2016). Trabalho desenvolvido por
Freitas et al. (2015) deu continuidade ao programa de melhoramento genético com
estudo de heranca da resisténcia em genoétipos da primeira geracdo de
retrocruzamento, tendo constatado que a heranga genética que controla a
resisténcia ao CABMV nado é monogénica. Os hibridos obtidos nestes estudos séo

resistentes ao CABMV, mas nao tém as caracteristicas agronémicas exigidas pelo
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mercado consumidor. SAo necessarias varias geracdes de retrocruzamentos para
recompor o genoma da espécie comercial.

O método de retrocruzamento é muito utilizado em programas de
melhoramento e consiste em recuperar grande parte do genoétipo do genitor
recorrente, que € normalmente uma cultivar elite, considerada superior em um
grande numero de atributos, mas deficiente em uma ou poucas caracteristicas, as
quais o melhorista procura transferir do genitor doador. Esta técnica tem sido
utilizada em vérias culturas como mamoeiro (Ramos et al., 2011), feijoeiro (Antonio

et al., 2012) e maracuja (Fonseca et al., 2009; Fuhrmann et al., 2014).

3.1.3 MATERIAL E METODOS

3.1.3.1. Germoplasma

Foram conduzidas no campo seis familias de irmaos completos (gendétipos
RC.1), seis hibridos interespecificos (genitores doadores de genes de resisténcia),
as espécies P. setacea (resistente) e P. edulis (genitor recorrente e suscetivel)
(Tabela 1).

Os hibridos interespecificos foram obtidos do cruzamento entre as espécies
P. edulis x P. setacea no programa de melhoramento de maracujazeiro visando a
resisténcia genética ao CABMV da UENF (Figura 2).

Os retrocruzamentos foram feitos na area experimental localizada na Escola
Técnica Estadual Agricola Antbnio Sarlo, municipio de Campos dos Goytacazes,
Estado do Rio de Janeiro, com latitude sul de 21° 45’, longitude 41°20° W e 11 m
de altitude, onde os hibridos obtidos por Santos et al. (2015a) foram sendo
conduzidos. As poliniza¢des foram feitas antes da abertura da flor, a partir das 10
horas da manha. Neste horario, as anteras do P. edulis ja estavam aptas. Genotipos
de P. edulis foram utilizados como genitor masculino e os hibridos interespecificos,
como genitor feminino. Bot6es florais dos hibridos foram emasculados e polinizados
com poélen do genodtipo de P. edulis e, posteriormente, protegidos. Estes

cruzamentos deram origem a seis familias de irmaos completos.
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Tabela 1. Origem e identificacéo das populagdes de estudo compostas por familias
de irmaos completos (FIC), hibridos interespecificos (HI), P. setacea e P. edulis, e
distribuicdo dos gendtipos na area experimental. Campos dos Goytacazes, RJ,
2017

D - Identificagéo dos Total de
escrigao Cruzamentos " "
genotipos por bloco genotipos
Bl:1-40;
. BII:153-192;
* _ 1]
FIC1 HI5-14 x P. edulis BIII-305-345: 160
BIV:459-498
Bl:41-80;
. BII:193-232;
FIC2 HI1-15 x P.edulis BIIl-346-385: 160
BIV:499-538
BI:81-120;
. BII:233-272;
FIC3 HI5-16 x P. edulis BIII-386-426: 160
BIV:539-578
Bl:121-138;
: BII:273-290;
FIC4 HI5-1 x P. edulis BIl-427-444; 72
BIV:459-498
BI:139-150;
. Bll:291-302;
FIC5 HI2-10 x P. edulis BIIl-445-456: 48
BIV:596-608
Bl:151-152;
. BI11:303-304;
FIC6 HI5-13 x P. edulis BIll-457-458: 8
BIV:609-610
Genitor HI5-14** Ps 367 x Pe 139 (40) 3 12
Genitor HI1-15  Pe 139 (40) x Ps 367 3 12
Genitor HI5-16  Ps 367 x Pe 139 (40) 3 12
Genitor HI5-1 Ps 367 x Pe 139 (40) 3 12
Genitor HI2-10  Pe 139 (38) x Ps 367 3 12
Genitor HI5-13  Ps 367 x Pe 139 (40) 3 12
Genitor P. edulis **PMGMA-UENF 3 12
Progenitor P. BAG da UENF 3 12
setacea
Total 704

* Familias de irm&os completos - primeira geragéo de retrocruzamento.
** hibridos interespecificos selecionados (Santos et al., 2015). Pe= P. edulis; Ps= P. setacea.
*** Programa de melhoramento genético do maracujazeiro (PMGMA-UENF).



19

[P. edulis (suscetivel ao CABMYV) X P. setacea (resistente)]

Hibridos interespecificos .
(Santos et al., 2014) Proteémica
Fenotipagem Estimativas de pardmetros Avaliacdo da resisténcia ao
(Santos et al., 2014) ) genetlcos CABMV
(Santos et al., 2015; Freitas et al., 2016) [ |(Santos et al., 2015; Freitas et al., 2015)

N\ l —

Hibridos com melhores desempenhos x P edulis

H5-14; H5-1; H2-10; H1-15;H5-16; (recorrente)
H5-13 (doadores) ‘

Construcao

| do mapa de

/ Re, \li gacio

Rc,, Res... Genotipos com Fenotipagem / Estimativa de Resisténcia ao
’ melhores desempenhos parametros genéticos CABMV

Figura 2. Organograma das etapas do programa de melhoramento de
maracujazeiro para resisténcia a Cowpea aphid-borne mosaic virus (CABMV) da
Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro. Campos dos
Goytacazes, RJ, 2017.

3.1.3.2. Conducéao do experimento

Os hibridos interespecificos foram propagados assexuadamente por meio
de estacas herbaceas, enraizadas em bandejas de 72 células contendo substrato
organico e mantidas em casa de nebulizacdo até o completo enraizamento.
Posteriormente, as estacas enraizadas foram transplantadas para sacos plasticos
de polietileno preto e mantidas em casa de vegetacdo. O genitor doador P. edulis
€ oriundo do terceiro ciclo de selecéo recorrente do programa de melhoramento
genético do maracujazeiro-azedo da UENF. A propagacéo foi feita via seminal.

As sementes obtidas das familias de irmaos completos foram lavadas em
agua corrente e mantidas por 15 minutos em uma solu¢do contendo 50% de
hipoclorito de sodio e 50% de agua. Apds essa lavagem em &agua corrente,
permaneceram em agua por 3 horas. A semeadura foi feita em bandejas de isopor

de 128 células contendo substrato organico, tendo sido mantidas em casa de
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nebulizacdo até o estadio de plantula. Posteriormente, as plantulas foram
transplantadas para sacos plasticos de polietileno preto, com capacidade de 1L,
contendo terra vegetal, substrato e areia, na proporcéo de 1:1:1, e transferidas para
casa de vegetacdo. Apos 95 dias, as mudas foram transplantadas para a area
experimental da Escola Técnica Estadual Agricola Antdnio Sarlo. O delineamento
experimental utilizado foi de blocos ao acaso com quatro repeticoes,
desbalanceado para plantas dentro de familias.

O sistema utilizado para a conducéo das plantas no campo foi de espaldeira
vertical, com mourdes de 2,5 m de altura, espacados de 4 m, com um fio de arame
ndmero 12 a 1,80 m do solo. A distancia entre linhas de plantio foi de 3,5 me 2 m
entre covas. Na adubacéo de plantio, foram utilizados 10 L de esterco bovino, 200g
de calcario, 400g de superfosfato simples e 250g de cloreto de potassio, ha cova.
O sistema de irrigagéo foi o de gotejamento. O controle de pragas e doencas foi
feito com produtos fitossanitarios recomendados para a cultura pelo Ministério da

agricultura, Pecuaria e Abastecimento.

3.1.3.3. Resisténcia ao CABMYV e estimativas de parametros genéticos

As populacdes de estudo foram conduzidas em uma area com historico da
doenca e, com isso, 0s genotipos ndo foram inoculados, sendo avaliados sob a
ocorréncia natural do CABMV. ApOs os primeiros sintomas de virose, as plantas
foram avaliadas quinzenalmente por 14 meses. As avaliacbes dos sintomas foram
feitas visualmente em folhas jovens: a partir da terceira folha mais jovem nos ramos
novos; na planta inteira, pela distribuicdo dos sintomas da virose em toda a area
ocupada pela planta e nos frutos (Figura 3). Utilizou-se uma escala de notas com
modificacbes para todas estas avaliacdes (Tabela 2), proposta por Novaes e
Rezende (1999), modificada por Oliveira et al. (2013a).
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Tabela 2. Escala de notas utilizada para avaliagdo dos sintomas induzidos pelo
CABMV nos frutos, folhas jovens e plantas de maracujazeiro-azedo, com
adaptacdes de Novaes e Rezende (1999) e Oliveira et al. (2013a). Campos dos
Goytacazes, RJ, 2017

Sintomatologia visual

Notas
Folhas jovens Fruto Planta
1 Folha sem sintomas Fruto normal, sem Planta sem sintomas
de mosaico deformacéo
2 Folha apresentando Fruto ligeiramente Poucas folhas com
mosaico leve, sem deformado, com ou sintomas, mosaico
deformacdes foliares sem manchas leve ou enrugamento,

leve nas folhas
3 Mosaico severo sem  Fruto medianamente  Quantidade moderada

deformacéo foliar deformado, com ou de folhas com

sem manchas sintomas, mosaico

leve enrugamento nas
folhas

4 Mosaico severo, Fruto totalmente Muitas folhas com

bolhas e deformado com sintomas, mosaico,
deformagoes foliares manchas e forte enrugamento severo e
endurecimento dos  deformacao nas folhas

frutos

Por meio da escala de notas, foram estimadas a area abaixo da curva de
progresso da doenca para folhas jovens e a area total da planta para cada genétipo,

utilizando o estimador:
n-1 y + y
AACPD= ) S (T - T;)
i=1

Em que Yi = proporcdo da doenca na i-ésima observacao; Ti = tempo em dias da i-
ésima observacédo; e n = numero de observacfes (Campbell e Madden, 1990).
Posteriormente, foi estimada uma média com os valores de AACPD obtidos
para folhas jovens e area total ocupada pela planta. Apds estimadas, foram obtidas
uma média com as AACPDs (AACPDM). Para severidade nos frutos, foram

utilizadas a nota maxima e as médias das notas em plantas individuais.
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Figura 3. Sintomas de virose no maracujazeiro: A) escala de nota na folha jovem variando de 1 para plantas sem sintomas a 4 sintomas
mais severo; B) escala de nota nos frutos variando de 1 fruto sem sintomas a 4 sintomas mais severos; C) escala de nota na aérea
total ocupada pela planta variando de 1 plantas sem sintomas a 4 sintomas mais severo. Campos dos Goytacazes, RJ, 2017.

A4
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Foram estimados os componentes de variancias (REML) e os efeitos
genéticos aditivos preditos pelo BLUP para o carater resisténcia a doenca AACPDM
somente para as seis familias, 319 genotipos. As andlises foram feitas utilizando o
programa Selegen-Reml/Blup (Resende, 2016), que segue o modelo estatistico
y=Xr+Zg+Wp+e emquey é o vetor de observagdes, r & o vetor dos efeitos
de repeticdo (assumidos como fixos) somados a média geral, g é o vetor dos efeitos
genotipicos individuais (assumidos como aleatérios), p é o vetor dos efeitos de
parcelas (aleatérios) e e, o vetor de erros ou residuos (aleatérios). As letras
maiusculas representam as matrizes de incidéncia para os referidos efeitos.

Foram estimados os seguintes componentes de variancia (REML):

Z: variancia genotipica entre progénies de irméos completos, equivalendo a 1/2
da variancia genética aditiva mais 1/4 da variancia genética de dominancia,
ignorando-se a epistasia;

6}: variancia fenotipica individual;

h%a: herdabilidade individual no sentido restrito, obtida ignorando-se a fragéo (1/4)
da variancia genética de dominancia;

h?mp: herdabilidade da média de progénies, assumindo sobrevivéncia completa; e

Acprog: acuracia da selecao de progénies, assumindo sobrevivéncia completa.

3.1.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1.4. 1. Estimativas dos parametros genéticos

Os primeiros sintomas da doenca foram constatados apdés 120 dias de
avaliacbes em trés genotipos de P. edulis e 22 genotipos de RCi. Aos 180 dias,
100% dos gendtipos de P. edulis apresentavam sintomas. Confirmando estes
resultados, Cavichioli et al. (2011) relataram os primeiros sintomas apos 90 dias de
avaliacbes e que, aos 180 dias, 97,5% dos genotipos de P. edulis estariam
sintomaticos. Ja Santos et al. (2015a), estudando uma populacdo de hibridos
interespecificos (P. edulis x P. setacea), observaram os primeiros sintomas aos 270
dias de avaliacbes e, ao término das avalia¢cdes, constataram gendétipos sem

sintomas, diferentemente do encontrado nesse trabalho, em que n&o foram
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observados genoétipos sem sintomas. Isto pode estar relacionado a quantidade de
genes envolvidos na heranca da resisténcia, pois quando a herancga é quantitativa,
dificilmente é possivel encontrar genotipos sem sintomas da doenca com o0 avanco
de geracOes de retrocruzamentos. Outro fator € o maior periodo de avaliacdo feito
neste estudo, expondo o0s genotipos por mais tempo a outros fatores bidticos e
abioticos. E por ultimo, deve-se considerar a hipotese de variabilidade genéticas do
virus.

A espécie resistente P. setacea apresentou sintomas de virose, embora bem
leves, em alguns gendtipos apo6s 200 dias de avaliacbes. Aos 345 dias de
avaliacOes, esses sintomas atingiram todos os genotipos da espécie.

Os valores de AACPDM variaram de 386,25 (resistente) a 1241,25
(suscetivel) para os genotipos avaliados. Os genotipos que obtiveram 0s menores
valores de AACPDM foram trés gendtipos de P. setacea (386,25 e 401,25) e os
RC1 153, 501, 505 e 506 (401,25). Estes genétipos apresentaram sintomas leves
como mosaico leve, sem deformacédo foliar e poucas folhas com sintoma da
doenca, sendo considerados resistentes. Por outro lado, os genoétipos que
obtiveram maiores valores foram trés genoétipos de P. edulis (1241,25; 1200 e
1177,5) e os RC1 385 (1192,5), 365 (1185), 261 (1162). Estes ultimos exibiram
sintomas mais graves da doenca como mosaico severo, bolhas e deformacfes
foliares distribuidas em quase toda area ocupada pela planta, sendo considerados
altamente suscetiveis.

Os parametros genéticos foram estimados para AACPDM (Tabela 3).
Notam-se valores altos para as estimativas de herdabilidade individual no sentido
restrito (h%a) e com base na média de familia (h?’mp) para AACPDM.

As estimativas dos parametros genéticos sdo essenciais para programas de
melhoramento, uma vez que auxiliam na selecdo e escolha do método de
melhoramento. Neste trabalho, as estimativas dos componentes de variancia
genética e fenotipica para a AACPDM sugerem que a populacdo avaliada
apresenta alta variabilidade genética e pequeno efeito ambiental na expresséo do
carater resisténcia ao CABMV, fato que contribui para o aumento das estimativas
da herdabilidade e na acuracia seletiva.
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Tabela 3. Estimativas dos parametros genéticos via procedimento REML em seis
familias de irm&os completos oriundas da primeira geracéo de retrocruzamento em
maracujazeiro para a caracteristica area abaixo da curva de progresso da doenca
média (AACPDM). Campos dos Goytacazes, RJ, 2015/2016

Parametros

Genéticos AACFDN
62 23712,54
6f2 24903,57
ha 0,90+ 0,12

hZ, 0,95

ACprog 0,98

Média 629,26

0%g: Variancia genotipica entre familias de maracujazeiro; o%: variancia fenotipica
individual; h2a: herdabilidade individual no sentido restrito; h?mp: herdabilidade com
base na média de familia; Acprog: acuracia da selecao de familias.

Os valores de herdabilidade individual no sentido restrito e com base na
média das familias foram elevados para a AACPDM. Isso mostra uma situacao
favoravel a selecdo de familias ou de individuos dentro de familias que pode
contribuir para reducdo da virose do endurecimento dos frutos, haja vista que
grande parte da variacdo fenotipica observada nos genoétipos advém dos efeitos
genéticos. Estes resultados confirmam aqueles encontrados por Freitas et al.
(2015), que avaliaram uma populacdo segregante oriunda de retrocruzamento
entre hibrido interespecifico (P. edulis x P. setacea) e P. edulis. Avaliando somente
as folhas jovens, encontraram para esse carater uma herdabilidade de 0,94, muito
proxima da obtida neste trabalho, de 0,95.

As altas magnitudes das herdabilidades encontradas neste trabalho indicam
que a variacao fenotipica observada tem mais origem genética que ambiental. De
acordo com Beserra Junior et al. (2006), valores hereditarios elevados podem
indicar que a caracteristica avaliada € controlada por poucos genes. No entanto,
sabe-se que a heranca genética que controla a resisténcia ao CABMV néo é
monogénica (Freitas et al., 2015). Apesar de a heranca do carater ser poligénica,

ha grande possibilidade de selecéo de genadtipos resistentes na primeira geragcao
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de retrocruzamento, pois os valores estimados inferiram que a resisténcia ao
CABMV na populacéo avaliada é altamente herdavel.

Para fins de melhoramento genético, obter altos valores para herdabilidade
no sentido restrito € o ideal, uma vez que considera somente a aditividade, que é a
porcdo herdavel da variancia genética, que pode ser passada de geracao em
geracao por selecéo (Jung et al., 2008). Neste sentido, recomenda-se fazer selecéo
individual, pois foram constatadas altas magnitudes de herdabilidade individual no
sentido restrito para a caracteristica de resisténcia ao CABMV e por se tratar de
uma populacao segregante que tem grande variabilidade dentro de familias.

No que se refere a acuracia seletiva, devem ser buscados valores de
acuracia acima de 70% (Resende, 2007). No presente estudo, observou-se
estimativa superior a 97% para AACPDM. Conforme apresentado por Resende
(2007), tal estimativa de acurécia apresenta alta precisao, facilitando a identificacao
e a selecdo de gendtipos com a caracteristica desejada.

3.1.4.2. Selecao de genotipos e estimativa de ganho genético por BLUP

O éxito em programas de melhoramento genético depende da escolha dos
melhores gendtipos para serem 0s genitores das proximas geracdes (Cruz e
Carneiro, 2006). A selecado deve ser feita com base nos valores genéticos aditivos
dos individuos que serdo utilizados em geracdes futuras. Dessa forma, foram
ranqueados os 30 gendtipos com 0s menores valores genéticos para a
caracteristica avaliada, o que corresponde a, aproximadamente, 10% dos
genodtipos avaliados. Os ganhos genéticos foram preditos e as novas médias,
estimadas (Tabelas 4).

Os valores genéticos aditivos variaram de -0,6748 a -0,437 (Tabela4). Os
ganhos preditos variaram entre -0,0017% a 0,0065%. Em relag&o as familias com
maior numero de genotipos resistentes, a FIC 5 se destacou com 17 genétipos,
seguida pela FIC 2 com 13 gendtipos. Nenhum gendtipo das FIC 1, 3, 4 e 6 foi

selecionado, ndo sendo familias indicadas para gerar genotipos resistentes.
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Tabela 4. Ranqueamento dos 30 genoétipos com as menores estimativas para valor
genético aditivo, ganhos genéticos e novas médias preditas, estimados via
REML/BLUP, em genotipos de maracujazeiro oriundos da primeira geracdo de
retrocruzamentos, para area abaixo da curva de progresso da doenca média
(AACPDM). Campos dos Goytacazes, RJ, 2017

AACPDM
Gendétipo L
Ordem ¢ milia/bloco) f Valor valor — sonho () Novamedia
enOtIpICO genetICO

1 140 (511) 495 0675  -00017 6291008
2 201 (5/2) 468,75  -0.660  -00013 6291029
3 599 (5/4) 4275  -0638  -00010 6291050
4 597 (5/4) 43125  -0635  -00007 6291070
5 602 (5/4) 44625  -0.621  -00003 6291090
6 600 (5/4) 4575  -0611 00000 6291110
7 604 (5/4) 465 0604 00003 6291129
8 142 (5/1) 615  -0567 00006 6291149
9 601 (5/4) 51375  -0560 00009 6291167
10 608 (5/4) 525  -0550 00012  629.1186
11 150 (5/1) 660  -0526 00015  629.1204
12 69 (2/1) 41625  -0503 00017 6291222
13 454 (5/3) 660  -0500 00020  629.1238
14 149 (5/1) 600  -0499 00023  629.1255
15 380 (2/3) 43125  -0490 00025 6291272
16 146 (5/1) 720 -0472 00028 6291289
17 361 (2/3) 45375  -0470 00031 6291305
18 373 (2/3) 46125  -0.463 00033 6291321
19 355 (2/3) 46125  -0463 00036 6291338
20 294 (5/2) 690  -0460 00038  629.1354
21 143 (5/1) 735  -0458 00041  629.1370
22 145 (5/1) 73875  -0.455 00044 6291387
23 211 (212) 420 0454 00046 6291403
24 213 (2/2) 42375  -0451 00049 6291419
25 506 (2/4) 40125  -0.442 00052 6291436
26 505 (2/4) 40125  -0.442 00054 6291452
27 501 (2/4) 40125  -0.442 00057 6291468
28 362 (2/3) 4875 0439 00059 6291485
29 347 (213) 4875 0439 00062 6291501
30 201 (2/2) 43875  -0437 00065 6291518

Entre os gendtipos selecionados com menores valores genéticos aditivos
para AACPDM, alguns apresentaram sintomas induzidos pelo CABMV nos frutos
ou nao produziram durante o periodo de avaliagdo (Tabela 5), sendo eles: 140, 599,
602, 604, 142, 601, 608, 150, 69, 454, 149, 380, 146, 294, 143, 211, 213, 505, 362
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e 347. Houve gendtipos que apresentaram valores baixos para AACPDM, mas

tiveram sintomas da virose nos frutos.

Tabela 5. Gendtipos selecionados para as caracteristicas area abaixo da curva de
progresso da doenca média (AACPDM) e suas respectivas notas maximas e
médias para os sintomas induzidos pelo CABMV em frutos. Campos dos
Goytacazes, RJ, 2017

Notas dos sintomas de CABMV no fruto

Gendtipos selecionados Nota maxima Média
140 - -
291 1 1
599 - -
597 1 1
602 - -
600 1 1
604 - -
142 3 2,7
601 - -
608 2 1,25
150 - -
69 - -
454 - -
149 2 1, 33
380 - -
146 - -
361 1 1
373 1 1
355 1 1
294 - -
143 2 1,42
145 1 1
211 - -
213 2 1,33
506 1 1
505 -

501 1 1
362 - -
347 -

201 1 1

(-) N&o produziram frutos durante o periodo de avaliacao.
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Comparando a primeira geragéo de retrocruzamento selecionada com seus
genitores (hibridos interespecificos e P. edulis) e progenitor (P. setacea), Figura 4,
€ possivel observar que alguns hibridos apresentaram AACPDM maior que os RCa.
Isso € possivel pelo fato de os hibridos interespecificos ja conterem o virus no
momento do trasplantio no campo, pois séo oriundos de propagacao vegetativa de
plantas infectadas. Mesmo estando infectados desde o inicio das avaliagdes, os
hibridos mantiveram notas baixas durante o periodo de avaliacdo, diferentemente
da espécie P. edulis, que foi levada para o campo sadia, mas que, em curto periodo
de tempo, apresentou sintoma severo da doenca, o que foi constante ao longo das
avaliacbes. Foi observada oscilacdo nas notas dadas para os genoétipos que
apresentaram resisténcia, ou seja, 0s sintomas surgiam e desapareciam durante
as avaliacdes. Isso pode ter sido causado pela movimentacao do virus no interior

da planta.
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Figura 4. Média da &rea abaixo da curva de progresso da doenca (AACPDM) ao
longo de 14 meses de avaliacbes em genitores, progenitores, e 0os 30 genotipos
mais bem ranqueado para resisténcia ao CABMV da primeira geracdo de
retrocruzamento. Genitores: P. edulis (Pe), os hibridos interespecificos H2-10, H1-
15, H5-14, H5-16, H5-1, H5-13. Progenitor: P. setacea (Ps) e os genoétipos RCu.
Campos dos Goytacazes, RJ, 2017.

Nota-se que os 30 genatipos selecionados tiveram AACPDM abaixo de 740,
tendo o gendtipo RC1 145 obtido o maior valor de AACPDM, 738,75. Gendtipos com

este, que obteve valores elevados para AACPDM, nao séo recomendados para
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compor futuras geracdes de retrocruzamento. Entre os genitores, os hibridos HI5-
1 e HI5-13, que deram origem a FIC 4 e 6, respectivamente, apresentaram maiores
valores de AACPDM, 573,75 e 558,75. Nenhum genatipo dessas familias compde
os 30 selecionados (Tabela 4). Gendtipos como os RC1 501, 506 e 597 poderéo
ser indicados como genitores na proxima geracao de retrocruzamento, pois estdo
entre os 30 ranqueados e apresentaram menores valores de AACPDM.

Embora a caracteristica resisténcia seja de heranca quantitativa, o uso do
método de retrocruzamento foi efetivo em transferir genes de resisténcia ao
CABMYV, que pode ter sido causado pelas altas estimativas de herdabilidade para
o carater e pelo grande nimero de gendétipos avaliados. Fonseca et al. (2009),
utilizando o método de retrocruzamento para avanco das geracdes em populacdes
segregantes de maracujazeiro, constataram que a resisténcia ao CABMV foi se
reduzindo ao longo das geragdes, chegando ao mesmo nivel de severidade de
genotipos de P. edulis na geracdo RCs. O uso de poucos genotipos e o periodo de
avaliacdo podem explicar essa perda de resisténcia. Quando a expressdo da
carateristica envolve varios genes, como a resisténcia ao CABMV, recomenda-se
avaliar um grande nimero genétipos em cada geracédo de retrocruzamento e avaliar
também os sintomas induzidos pelo CABMV nas folhas jovens, na area total da
planta e nos frutos. Essa estratégia aumenta a acuracia na selecao de genotipos
resistentes ao virus e ndo compromete as préximas etapas do programa de

melhoramento.

3.1.5 CONCLUSOES

A andlise via modelos mistos possibilitou a estimacdo de parametros,
predicdo de ganhos e selecdo de genotipos promissores. A herdabilidade individual
no sentido restrito apresentou alta magnitude, possibilitando a selecéo individual de
genatipos. Entre os 30 gendtipos ranqueados para resisténcia ao CABMV, foram
selecionados para compor a proxima geracao de retrocruzamento os genétipos que
apresentaram menores valores de AACPDM, sendo eles os genotipos 501, 506 e
597.



31

3.2. PRODUTIVIDADE DE GENOTIPOS DA PRIMEIRA GERACAO DE
RETROCRUZAMETO DE MARACUJAZEIRO

3.2.1 INTRODUCAO

O género Passiflora engloba varias espécies que podem ser utilizadas para
diferentes finalidades. A espécie que mais se destaca economicamente € a P.
edulis, fruteira de clima tropical, consumida principalmente em forma de suco, tendo
sido considerada fruta de pomar doméstico durante muitos anos (Meletti, 2011). Os
primeiros relatos de cultivos surgiram na década de 1960, e a producdo era
suficiente apenas para atender as necessidades da familia e do pequeno mercado
regional (Araujo, 1978).

O Brasil € o maior produtor mundial de maracuja, com uma producédo de
703.489 toneladas, sendo que a espécie Passiflora edulis (maracuja-azedo)
responde por mais de 90% desse montante. Essa espécie tem enfrentado varios
problemas fitossanitarios, sendo um dos mais graves o virus do endurecimento dos
frutos, causado por Cowpea aphid-borne mosaic virus (CABMV). Programas de
melhoramento, como o da Universidade Estadual Norte Fluminense Darcy Ribeiro
(UENF), estdao em busca da obtencé&o de cultivares resistentes. Este programa foi
iniciado com cruzamentos interespecificos entre P. edulis e P. setacea, dos quais
foram obtidos hibridos interespecificos resistentes ao CABMV (Santos et al., 2015).

Além de resisténcia a doenca, o melhoramento genético do maracujazeiro

visa a atender também as exigéncias do mercado consumidor, principalmente no
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que se refere a producdo e qualidade de frutos, sendo necessaria a utilizacao de
procedimentos de selecdo mais acurados (Freitas et al., 2016). Nesse contexto, a
metodologia de modelos mistos se insere como um procedimento 6timo para a
selecédo de plantas. Essa metodologia envolve a estimacdo dos componentes de
variancia pelo método de maxima verossimilhanca restrita (Restricted Maximum
Likelihood - REML) e a predi¢cao dos valores genotipicos pela melhor predicéo linear
nao viciada (Best Linear Unbiased Prediction - BLUP), resultando em um processo
de selecdo mais acurado. O uso do BLUP na selecdo de gendtipos é muito
vantajoso por predizer valores genéticos livres de efeitos ambientais (Resende,
2002; Viana e Resende, 2014).

Em espécies perenes, que convivem comumente com situacbes de
desbalanceamentos de informacdes experimentais, 0s modelos mistos podem ser
aplicados por ndo exigirem balanceamento, além de corrigirem os dados para os
efeitos ambientais e predizerem de maneira precisa e n&o viciada os valores
genéticos, conduzindo a maximizacado do ganho genético com a selecao (Resende
et al.,, 2001). Esse procedimento tem sido aplicado em diversas culturas,
especialmente em culturas perenes e fruteiras como café (Carias et al., 2016),
cana-de-acgucar (Gongalves et al.,, 2014), goiaba (Gomes et al., 2017), maméao
(Vivas et al., 2014) e maracuja (Santos et al., 2015b; Freitas et al., 2016).

A selecdo dos melhores gendtipos para serem usados como genitores em
futuras geracdes € essencial para o0 melhoramento genético de qualquer cultura. A
metodologia REML/BLUP vem mostrando eficiéncia na selecdo de gendétipos de
maracujazeiro. Trabalhos como os de Santos et al. (2015a) e de Freitas et al.
(2015), utilizando a metodologia REML/BLUP para selecionar hibridos
interespecificos resistentes ao CABMV e com boas caracteristicas agronémicas,
confirmaram sua eficiéncia.

Este trabalho objetivou estimar parametros genéticos e obter os valores
genéticos para as caracteristicas agron6micas, utilizando a metodologia dos
modelos mistos REML/BLUP e fazer a selecdo em nivel de planta dentro de
progénie, identificando gendtipos superiores obtidos do retrocruzamento entre P.
edulis e hibridos interespecificos, para o avanco de geracdo no programa de
melhoramento genético do maracujazeiro-azedo, em desenvolvimento na

Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro.
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3.2.2. REVISAO

3.2.2.1. Importancia econdmica

As espécies do género Passiflora, além de serem utilizadas como
alimentos, também servem como medicamento, e algumas tém grande potencial
ornamental. Varios autores trabalham o potencial ornamental dessas espécies
(Junqueira et al., 2008; Abreu et al., 2009; Pires et al., 2012). Na industria de
cosmeéticos, algumas espécies do género Passiflora sdo utilizadas na fabricacéo de
cremes, sabonetes e xampus (Faleiro et al., 2011; Zeraik et al., 2010).

Embora diversificado, conforme apresentado anteriormente, o valor
econdmico agregado ao género Passiflora decorre principalmente da producéo e
comercializacdo de frutos. Existem varias espécies que tém os frutos comestiveis,
mas a producdo comercial de maracuja vem, principalmente, da espécie P. edulis
Sims, popularmente conhecida como maracujazeiro amarelo ou azedo, sendo
seguida pela espécie P. alata Curtis, popularmente denominada de maracujazeiro-
doce (Wetzel et al., 2011; Faleiro et al., 2011). Pela sua qualidade, produtividade,
vigor e rendimento em suco, estima-se que, no minimo, 90% da area destinada a
passicultura seja cultivada com o P. edulis, contemplando tanto a producao de
frutos de casca amarela quanto roxa (Meletti e Bruckner, 2001; Meletti, 2011;
Oliveira et al., 2013a; Silva et al., 2014; Viana et al., 2016).

O maracuja-azedo € uma fruteira de clima tropical, tendo sido considerada
uma fruta de pomar doméstico durante muitos anos (Meletti, 2011). Os primeiros
relatos de cultivos surgiram na década de 1960, e a producao era em torno de 1.444
t/ano, suficiente apenas para atender as necessidades da familia e do pequeno
mercado regional (Araujo, 1978).

A partir do ano de 1970, houve uma mudanca no cenario da producdo de
maracuja no Brasil. Em 1986, a cultura adquiriu expressdo econdmica pela
ampliacdo significativa na éarea cultivada, e a produgdo conduziu a
profissionalizacéo da atividade (Rizzi et al., 1998; Aguiar et al., 2010).

Atualmente, o Brasil € o maior produtor mundial de maracuja, com uma
producdo de 703.489 toneladas, numa area de 50.204 mil hectares no ano de 2016.

A regido nordeste vem liderando a producdo de maracuja, com 73,42% da area
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plantada e 69,64% da producéo brasileira, Figura 1, sendo a Bahia o0 estado que
tem maior producéo dessa fruteira (IBGE, 2017).

Apesar de o Pais ser o maior produtor mundial de maracuja, a
produtividade € considerada baixa quando analisado seu potencial produtivo. A
produtividade das lavouras no ano de 2016 foi de 14,10 t ha! ano (IBGE, 2017). A
baixa produtividade tem sido atribuida a pouca quantidade de -cultivares
melhoradas, ao uso de técnicas agricolas inadequadas e, principalmente, a

problemas fitossanitarios (Goncalves et al., 2007; Cavalcante et al., 2017).
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Producao brasileira= 703.489 t, area plantada= 50.204 ha

Figura 1. Percentual de area plantada em hectares (ha) e da producdo em tonelada
(t) de maracujazeiro, distribuido nas cinco regides brasileiras no ano de 2016.
Dados retirados do site do IBGE. Imagem construida com a ferramenta Inkscape.
Campos dos Goytacazes, RJ, 2017.

Doencas como a virose do endurecimento do fruto causada pelo Cowpea
aphid-borne mosaic virus (CABMV) é considerada uma das mais economicamente

importantes, podendo, em algumas situagdes, inviabilizar o cultivo de maracuja
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(Cerqueira-Silva et al., 2008). Para essa doenca, ndo existe forma de controle
eficiente, e o desenvolvimento de novas cultivares resistentes ao CABMV seria uma
alternativa viavel, uma vez que nao existe nenhuma cultivar de maracujazeiro
resistente que tenha sido registrada até o momento.

Para melhorar o cenério da passicultura no Brasil, é de grande importancia
0 investimento em pesquisas voltadas para o desenvolvimento de cultivares
adaptadas a diferentes regides, mais produtivas e com resisténcia a pragas e

doencas.

3.2.2.2. Melhoramento do maracujazeiro

Segundo Meletti (2011), o melhoramento do maracujazeiro teve um
incremento de trabalhos de pesquisas a partir de 1990 com o langcamento das
primeiras cultivares e com a consolidacdo de equipes multidisciplinares de
pesquisa. O maracujazeiro, por ser uma planta alégama, reforcada pela
autoincompatibilidade do tipo homomorfica e esporofitica (Bruckner et al., 1995),
permite 0 uso de varios métodos de melhoramento, que se baseiam,
principalmente, no aumento de genes favoraveis ou na exploracdo do vigor hibrido
(Meletti e Bruckner, 2001).

Algumas instituicdes publicas vém trabalhando com o melhoramento do
maracujazeiro-azedo: Universidade Federal de Vigosa — UFV; Universidade
Estadual do Oeste da Bahia — UESB; Universidade Estadual de Santa Cruz —
UESC; Universidade Estadual do Mato Grosso — UNEMAT; Universidade Estadual
Paulista — UNESP; Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria — EMBRAPA; e
Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro — UENF, entre outras
(Silva, 2015). O melhoramento genético dessa cultura trouxe avangos significativos
em relacdo a qualidade do fruto (Assuncao et al., 2015), aumento da produtividade,
desenvolvimento de cultivares adaptadas a cada regido (Ferreira et al., 2010;
Neves et al., 2011; Viana et al., 2016; Rodrigues et al., 2017; Viana et al., 2017) e
resisténcia a doenca (Bueno et al., 2010; Oliveira et al., 2013a; Fuhrmann et al.,
2014; Freitas et al., 2015; Santos et al., 2015a; Preisigke et al., 2015).

Para obter hibridos comerciais resistentes e potencialmente Gteis, estudos
tentam combinar a resisténcia encontrada em espécies silvestres (como P.

setacea) com as caracteristicas de qualidade e de produtividade de frutos da
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espécie comercial (especialmente P. edulis). Esta estratégia também permite a
expansao da base genética da resisténcia e dos gendtipos utilizados em programas
de melhoramento. Santos et al. (2015a) obtiveram hibridos resistentes ao CABMV,
pelo cruzamento entre os gendtipos de P. edulis e P. setacea, contribuindo para o
estabelecimento de um programa de melhoramento para obtengdo de plantas
resistentes ao CABMV na regiao Norte Fluminense.

Além da resisténcia a doencas, o melhoramento genético do maracujazeiro
visa a atender também as exigéncias do mercado consumidor, principalmente no
que se refere a qualidade de frutos (Viana e Gongalves, 2005). O éxito em
programas de melhoramento que atendam a estas demandas depende do acerto
na escolha dos melhores individuos, ou seja, 0s genitores das préximas geracoes.
Esta dependéncia entre eficiéncia de escolha dos melhores individuos e o éxito
torna-se ainda mais pronunciada nas espécies perenes e semiperenes, que
apresentam ciclos reprodutivos longos e expressoes de diferentes caracteres por
possiveis alteracdes dos genes controladores ao longo das varias idades (Ferreira
et al., 2016b). Assim, a utilizacdo de métodos que permitam a predicdo do valor
genético do individuo por intermédio de suas caracteristicas fenotipicas torna-se
uma alternativa promissora.

O sucesso da selecdo depende nédo apenas da variabilidade do material
experimental, mas também da acuracia dos métodos de selecdo usados (Santos et
al., 2015b). A metodologia de modelos mistos REML/BLUP vem sendo uma 6tima
alternativa para auxiliar a selecdo. Essa metodologia envolve a estimagcédo dos
componentes de variancia pelo método de méaxima verossimilhanca restrita
(Restricted Maximum Likelihood - REML) e a predi¢éo dos valores genotipicos pela
melhor predicdo linear ndo viciada (Best Linear Unbiased Prediction - BLUP),
resultando em um processo de selecdo mais acurado (Resende, 2002; Alves e
Resende, 2008).

Em espécies perenes, que convivem comumente com situacbes de
desbalanceamentos de informacdes experimentais, os modelos mistos podem ser
aplicados por ndo exigirem balanceamento, além de corrigirem os dados para os
efeitos ambientais e predizerem de maneira precisa e ndo viciada os valores
genéticos, conduzindo a maximizacdo do ganho genético com a selecéo (Resende
et al., 2001). Esse procedimento tem sido aplicado em diversas -culturas,

especialmente em culturas perenes e fruteiras como café (Carias et al., 2016) cana-
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de-acucar (Gongalves et al., 2014), goiaba (Gomes et al., 2017) e mamao (Vivas et
al., 2014). A metodologia REML/BLUP vem sendo utilizada em programas de
melhoramento genético da cultura do maracujazeiro para avan¢os no ciclo de
selecéo recorrente (Ferreira et al., 2016b; Silva et al., 2017) e também no avanco
de geracdes em programas de melhoramento visando a resisténcia genética ao
CABMYV (Santos et al., 2015b; Freitas et al., 2016).

A selecdo dos melhores gendtipos para serem usados como genitores em
futuras geracdes é essencial para o melhoramento genético de qualquer cultura.
Resultados obtidos por Santos et al. (2015a) e Freitas et al. (2015) contribuiram
para o programa de melhoramento genético visando a resisténcia a doenga em
maracujazeiro-azedo desenvolvido pela Universidade Estadual Norte Fluminense
Darcy Ribeiro (UENF) com a selecédo de gendtipos resistentes ao CABMV e com
boas caracteristicas agrondbmicas em populacdes segregantes. Trabalhos como
esses reforcam a importante contribuicdo do uso dos modelos mistos na selecao

de gendtipos promissores em maracujazeiro.

3.2.3. MATERIAL E METODOS

3.2.3.1. Programa de melhoramento do maracujazeiro e origem das

populacdes de retrocruzamento

Foram avaliados 300 gendtipos da primeira geracao de retrocruzamento
provenientes do programa de melhoramento de maracujazeiro da Universidade
Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF). Estes gendtipos sédo oriundos
de cinco familias de irmaos completos (Tabela 1).

Os retrocruzamentos foram feitos na area experimental localizada na Escola
Técnica Estadual Agricola Antonio Sarlo, no municipio de Campos dos Goytacazes,
Estado do Rio de Janeiro, com latitude sul de 21° 45’, longitude 41°20°' W e 11 m
de altitude, onde os hibridos obtidos por Santos et al. (2015a) estavam sendo
conduzidos. As polinizacdes foram feitas antes da abertura da flor, a partir das 10

horas da manha. Neste horario, as anteras do P. edulis j& se encontravam abertas.
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Gendtipos de P. edulis foram utilizados como genitor masculino e os hibridos
interespecificos, como genitor feminino. BotBes florais dos hibridos foram
emasculados e polinizados com pdlen do gendtipo de P. edulis e, posteriormente,

protegidos. Estes cruzamentos deram origem a seis familias de irméos completos.

Tabela 1. Origem e identificacdo das populacdes de estudo compostas por familias
de irmaos completos (FIC), hibridos interespecificos (HI), P. setacea e P. edulis, e
distribuicdo dos genotipos na area experimental. Campos dos Goytacazes, RJ,
2017

NUumero Numero de
Descricao Cruzamentos total de genotipos
genaotipos avaliados
FIC1* HI5-14 x P. edulis 160 85
FIC2 HI1-15 x P.edulis 160 79
FIC3 HI5-16 x P. edulis 160 87
FIC4 HI5-1 x P. edulis 72 35
FIC5 HI2-10 x P. edulis 48 14
FIC6 HI5-13 x P. edulis 8 -
Genitor HI5-14** Ps 367 x Pe 139 (40) 12 -
Genitor HI1-15 Pe 139 (40) x Ps 367 12 -
Genitor HI5-16 Ps 367 x Pe 139 (40) 12 -
Genitor HI5-1 Ps 367 x Pe 139 (40) 12 -
Genitor HI2-10 Pe 139 (38) x Ps 367 12 -
Genitor HI5-13 Ps 367 x Pe 139 (40) 12 -
Genitor P. edulis **PMGMA-UENF 12 -
Progenitor P. setacea BAG da UENF 12 -
Total 704 300

*Familias de irmaos completos - primeira geracao de retrocruzamento.
** hibridos interespecificos selecionados (Santos et al., 2015). Pe= P. edulis; Ps= P. setacea.
*** Programa de melhoramento genético do maracujazeiro (PMGMA-UENF).

3.2.3.2. Conducgéao do experimento

As sementes obtidas das familias de irmdos completos foram lavadas em
agua corrente e mantidas por 15 minutos em uma solu¢do contendo 50% de
hipoclorito de sédio e 50% de agua, e ap0s a lavagem permaneceram em agua por
3 horas. A semeadura foi feita em bandejas de isopor de 128 células, contendo
substrato organico, tendo sido mantidas em casa de nebulizacdo até o estadio de
plantula. Posteriormente, foram transplantadas para sacos plasticos de polietileno

preto, com capacidade de 1L, contendo terra vegetal, substrato e areia na
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proporcado de 1:1:1, e transferidas para casa de vegetacdo. Apds 95 dias, no més
de outubro de 2015, as mudas foram transplantadas na &rea experimental da
Escola Técnica Estadual Agricola Antbnio Sarlo. O delineamento experimental
utilizado foi de blocos ao acaso com quatro repeticdes, desbalanceado para plantas
dentro de familias.

Segundo a classificagdo climatica de Koppen, o clima da regido é
classificado como Aw, isto &, clima tropical umido, com verdo chuvoso, inverno seco
e temperatura do més mais frio superior a 18 °C. Durante o periodo de conducao
do experimento no campo, as temperaturas variaram de 17,6 a 34,7°C, e a

pluviosidade média foi de 75, 01 mm, variando de 17 a 205,8 mm (Figura 2).
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Figura 2. Dados climaticos relativos ao tempo de avaliacdo do experimento no
campo, temperaturas maxima e minima (Temp. Max. e Temp. Min.) e pluviosidade,
fornecidos pelo Instituto Nacional de Meteorologia (INMET), registradas na Estacéo
Automatica de Campos-RJ, no periodo de outubro de 2015 a janeiro de 2017.
Campos dos Goytacazes, RJ, 2017.

O sistema utilizado para a conducdo das plantas no campo foi o de

espaldeira vertical, com mourdes de 2,5 m de altura, espagados de 4 m, com um
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fio de arame numero 12 a 1,80 m do solo. A distancia entre linhas de plantio foi de

3,5 m e 2 m entre covas. Na adubacao de plantio, foram utilizados 10 L de esterco

bovino, 200g de calcario, 400g de superfosfato simples e 250g de cloreto de

potassio na cova. O sistema de irrigacéo foi o de gotejamento.

3.2.3.3. Caracteristicas avaliadas e estimativas de parametros genéticos

O periodo de colheita e de avaliagdo dos frutos ocorreu nos meses de marco

de 2016 a janeiro de 2017. Foram avaliados 300 gendtipos, visto que produziram

pelo menos um fruto por planta. Todas as plantas que produziram frutos foram

avaliadas. Foram feitas 15 amostragens por planta para aquelas que produziram

até 15 frutos. As caracteristicas avaliadas foram:

Numero de frutos por plantas (NF): foram feitas duas colheitas por semana
durante nove meses e, ao final do periodo de avaliacdo, o numero total de
frutos foi contabilizado para cada genotipo;

Comprimento de fruto (CF): determinado na regido longitudinal dos frutos
com o auxilio de um paquimetro, expresso em mm;

Massa total de frutos (MTF): todos os frutos maduros coletados ao longo do
periodo de avaliacdo foram pesados em balanca digital semianalitica, e a
massa, expressa em gramas:

Massa média de Frutos (MMF): determinada pela média aritmética de uma
amostragem de no minimo de um e no maximo de 15 frutos de cada
gendtipo. Os frutos foram pesados individualmente em balanca digital
semianalitica, e a massa, expressa em gramas;

Massa de polpa (MP): determinada pela média aritmética de uma
amostragem de no minimo um e maximo de 15 frutos de cada gendtipo,
obtido por pesagem da polpa (sementes com arilo), com o auxilio de balanca
semianalitica, e a massa, expressa em gramas;

Espessura de casca (EC): determinada pela média aritmética das medidas
de quatro pontos da casca externa, com a utilizacdo de paquimetro digital,
expressa em milimetros;

Teor de solidos soluveis (TSS): obtido por refratometria, utilizando

refratbmetro digital portatil, com leitura na faixa de 0 a 32° brix.
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e Numero de sementes (NS): determinado pela média aritmética de uma
amostragem de no minimo um e maximo de 15 frutos de cada gendtipo,
contada individualmente para cada fruto.

Foram estimados os componentes de variancias (REML) e os efeitos
genéticos aditivos preditos pelo BLUP para cada caracteristica. As analises foram
feitas utilizando o programa Selegen-Reml/Blup (Resende, 2016), que segue o
modelo estatistico y = Xr + Zg + Wp + e, em que y € o vetor de observagoes, r
o0 vetor dos efeitos de repeticdo (assumidos como fixos) somados a média geral, g
€ 0 vetor dos efeitos genotipicos individuais (assumidos como aleatérios), p € o
vetor dos efeitos de parcelas (aleatérios) e e € o vetor de erros ou residuos
(aleatorios). As letras maiusculas representam as matrizes de incidéncia para os
referidos efeitos.

Foram estimados os seguintes componentes de variancia (R EML):

Z: variancia genotipica entre progénies de irmdos completos, equivalendo a 1/2
da variancia genética aditiva mais 1/4 da variancia genética de dominancia,
ignorando a epistasia;

6}: variancia fenotipica individual;

h%a: herdabilidade individual no sentido restrito, obtida ignorando  a fracdo (1/4)
da variancia genética de dominancia;

h?mp: herdabilidade da média de progénies, assumindo sobrevivéncia completa;
Acprog: acuracia da selecédo de progénies, assumindo sobrevivéncia completa.

As andlises foram feitas utilizando o modelo estatistico 147 do programa
Selegen. Este modelo possibilita avaliacdo de individuos em progénies de irmaos
completos com varias observacdes por parcela, sendo a avaliacdo em um local, em

delineamento de blocos ao acaso com varias plantas por parcela.

3.2.4. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.2.4.1. Natureza das variancias: genéticas ou ambientais
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Para todas as caracteristicas, a variancia genotipica(d;) entre os genétipos

da primeira geracdo de retrocruzamento analisado apresentou baixa contribuicdo

para a variancia fenotipica (6]?). Os valores estimados para variancia genotipica

variaram de 0,0014 a 1035,41 (Tabela 2). Os maiores valores foram obtidos para
as caracteristicas MTF, MMF e CF 1035,41; 35,16 e 17,06, respectivamente,
sugerindo que a populacao avaliada apresenta variabilidade genética em relacéo a
esses caracteres (Tabela 2). No entanto, foram encontrados valores elevados de
variancia fenotipica para estas caracteristicas, indicando maior influéncia ambiental
na expressdo. Valores elevados de variancia fenotipica sdo esperados em
populacdes segregantes, cujas caracteristicas sdo de heranca quantitativa. A
expressao dessas caracteristicas € influenciada por varios genes e muito afetada
por fatores ambientais, o que contribui para altos valores de variancia fenotipica.
Confirmando estes resultados, Santos et al. (2015b) e Freitas et al. (2016)
constataram valores elevados de variancia fenotipica para numero de frutos em
hibridos interespecificos (P. edulis x P. setacea).

A herdabilidade individual no sentido restrito (h2), para todos os caracteres,
foi considerada de baixa magnitude, variando de 0,00087 a 0,37. Para as
caracteristicas NF, MTF, MMF, MP, TSS e NS, as herdabilidades aditivas no
sentido restrito foram praticamente zero, o que pode ser explicado pelo baixo valor
de variancia genética em relacdo a uma alta variancia fenotipica. As baixas
estimativas de herdabilidade estdo relacionadas com a natureza poligénica dessas
caracteristicas, que sdo altamente influenciadas pelo ambiente.

Santos et al. (2015b) avaliaram uma populacao de hibridos interespecificos
e constataram valores para h?a de 0,50; 0,25; 0,61 e 0,62 para as caracteristicas
NF, MMF, EC, MP e TSS, respectivamente, valores mais altos do que aqueles
encontrados neste estudo. Uma possivel causa para essas discrepancias de
valores é a estrutura genética da populacao, haja vista que, no trabalho de Santos
et al. (2015b), as progénies foram provenientes de cruzamento interespecifico com
grande variabilidade genética, o que contribuiu para as altas magnitudes desse
parametro. Neste caso, 0 uso de métodos de selecdo mais acurados é indicado
para tais caracteristicas. No entanto, a aplicacdo dos procedimentos de modelos
mistos para selecédo € o recomendado, visto que, mesmo com caracteristica de
baixa herdabilidade, os ganhos genéticos sdo preditos e 0s genétipos tém potencial

para serem selecionados para futuras geracdes (Santos et al., 2015b). Entretanto,
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sabe-se que a herdabilidade ndo é imutavel, ndo sendo condicionada apenas a

caracteristica, mas também a populacdo e as condicdes ambientais a que a

populacao foi submetida (Falconer, 1987; Ferreira et al., 2016b).



Tabela 2. Estimativas dos parametros genéticos em populacdes segregantes de maracujazeiro via procedimento REML para
caracteristicas numero de frutos (NF), comprimento de fruto (CF), massa total de fruto (MTF), massa média de fruto (MMF), massa
da polpa (MP), espessura da casca (EC), teor de sélidos soluveis totais (TSS) e numero de semente (NS). Campos dos Goytacazes,

RJ, 2015/2016

Parametros
Genéticos NF CF MTF MMF MP EC TSS NS
oé 0,274 17,060 1035,410 35,168 3,010 0,248 0,0014 2,149
0"]% 462,847 90,591 2370367,075 586,836 164,787 2,648 2,399 1909,300
0,0011 0,3766 0,00087 0,1198 0,03654 0,18748 0,00124 0,0022
h2 + + + + * * + +
0,0080 0,1417 0,0068 0,0800 0,0441 0,10 0,0082 0,0110
h?mp 0,058 0,957 0,043 0,866 0,603 0,894 0,059 0,089
ACprog 0,241 0,978 0,208 0,930 0,777 0,945 0,244 0,299
Média 16,126 65,760 1027,202 62,602 23,661 7,809 13,341 82,845

02y. Variancia genotipica entre familias de maracujazeiro; o2: variancia fenotipica individual; h%a: herdabilidade individual no sentido
restrito; h?mp: herdabilidade com base na média de familia; Acprog: acuracia da selecéo de familias.
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As caracteristicas CF, EC, e MMF foram as que apresentaram maiores
valores de hZ, 0,37; 0,18 e 0,11, respectivamente. Valores préximos foram
encontrado por Santos et al. (2015b) para as caracteristicas CF (0,26) e MMF
(0,25). Por outro lado, para a caracteristica EC, um valor maior foi obtido neste
estudo. Ja Assuncdo et al. (2015), em uma populacdo de maracujazeiro-azedo,
obtiveram valor de h2 para a caracteristica EC préximo do obtido neste estudo. Os
valores de herdabilidade individual no sentido restrito obtidos para essas
caracteristicas, neste estudo, indicam que é possivel obter ganhos maiores com a
selecéo individual de gendtipos.

Em relacdo a herdabilidade com base na média de familias (h’mp), as
menores estimativas foram constatadas para as caracteristicas MTF, NF e TSS,
0,043; 0,058 E 0,059, respectivamente, indicando maior interferéncia ambiental na
expressao das caracteristicas. Quando se deseja fazer melhoramento para um ou
mais caracteres, controlados por varios genes, € impossivel obter sucesso em um
anico ciclo de selecdo (Menezes Junior et al.,, 2008), sendo necessario utilizar
métodos de selecao mais elaborados, a fim de potencializar os ganhos para estas
caracteristicas através da sele¢do recorrente, buscando aumentar a concentracao
de alelos favoraveis das caracteristicas de interesse a cada ciclo (Assuncéao et al.,
2015).

Ferreira et al. (2016b), avaliando progénies de meios-irmaos de
maracujazeiro-azedo, utilizando o procedimento REML/BLUP, verificaram
estimativas de h?mp de 0,395 para a variavel nimero de frutos e de 0,439 para
massa total de frutos por parcela, sendo estes valores bem mais altos que os
encontrados neste estudo. Essa discrepancia pode ser atribuida a estrutura
genética da populagdo e/ou a condigbes experimentais como numero de
repeticdes, nimero de plantas por parcela, tratos culturais uniformes e ocorréncia
de doenca. Todos esses fatores podem influenciar diretamente nas estimativas de
herdabilidade (Ferreira et al., 2016Db).

As maiores estimativas para h’mp foram observadas para CF, EC e MMF,
0,95; 0,89 e 0,86, respectivamente (Tabela 2). Nessa situacao, a selegcéo pode ser
efetiva utilizando informagBes das progénies ou de gendtipos individuais, visto
os valores das estimativas de herdadilidade individual no sentido restrito e com
base na média da familia terem sido significativos. Em estudos desenvolvidos por

Santos et al. (2015), valor baixo de h?mp foi constatado para a caracteristicas EC,
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divergindo do encontrado neste estudo. Para MMF, as estimativas de herdabilidade
com base na média de familia foram superiores as apresentadas em outros
trabalhos, cuja estimativa de herdabilidade variou de 0,47 a 0,69 (Santos et al.,
2015b; Ferreira et al., 2016b; Cruz-Neto et al., 2016).

No que se refere a acuracia seletiva, devem ser buscados valores de
acuracia acima de 70% (Resende, 2007). No presente estudo, observou-se
estimativa superior a 70% para as caracteristicas CF, MMF, MP e EC. Conforme
apresentado por Resende (2007), tais estimativas de acuracia apresentam alta
precisdo, facilitando a identificacdo e a selecdo gendtipos com caracteristicas
desejaveis. Por outro lado, NF, MTF, TSS e NS apresentaram baixa acuracia
seletiva. Isto se deve a baixa herdabilidade e variabilidade genética entre os
genatipos avaliados para esta caracteristica, o que dificulta a selecado de genadtipos
superiores para estas variaveis.

Os valores baixos das estimativas de herdabilidade obtidos para as
caracteristicas NF, MTF, MMF, MP, TSS e NS sao contornados via estimativas dos
BLUPs individuais, podendo obter algum ganho com a selecéo individual. Por outro
lado, as caracteristicas CF, MMF e EC obtiveram estimativas que possibilitam
ganhos consideraveis, tanto com a selecao individual como com a selecdo de

familia.

3.2.4.2. Selecdo dos gendtipos e estimativas dos ganhos via BLUP

Os 30 melhores gendtipos foram ranqueados para cada variavel analisada,
0 que corresponde 10% dos gendtipos avaliados. Os ganhos genéticos foram
preditos, e as novas médias, estimadas (Tabelas 3).

No que se refere a selecao de gendtipos para as caracteristicas agronémicas
avaliadas, mesmo com baixas estimativas de herdabilidade, foi possivel obter
ganhos relevantes na selecdo para algumas caracteristicas via estimativas dos
BLUPs individuais. Para as caracteristicas TSS (0,07% a 0,05) e NS (0,75% a 0,59),
os ganhos foram quase nulos. O acréscimo na média para a caracteristica teor de
solidos soluveis e para numero de sementes variou muito pouco entre o primeiro
gendtipo ranqueado e o Ultimo. Desta forma, pode-se inferir que estas
caracteristicas sao pouco relevantes para a selecdo de gendtipos nesta populacao,

tendo em vista que a variabilidade genética foi muito pequena (Tabela 2). Isto
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indica que, para a caracteristica TSS, a populagdo de estudo é bem homogénea
em relacdo a essa caracteristica, visto ndo ser uma caracteristica que sofre muitas
influéncias ambientas. Ja para a caracteristica NS, que esta diretamente
relacionada a massa de polpa, sua expresséao € influenciada por diversos fatores
bidticos e abidticos, pois dos 1909,30 da variancia fenotipica, somente 2,14 sao
devidos a variancia genotipica, Tabela 2, dificultando a selecdo de gendtipos
superiores.

Confirmando esse resultado, ganhos baixos (entre -0,42 a 0,95%) foram
constatados por outros autores para a caracteristica TSS (Krause et al., 2012; Silva
et al., 2012; Assuncao et al., 2015). Por outro lado, estudos desenvolvidos por
Santos et al. (2015) e Freitas et al. (2016) obtiveram maiores ganhos para TSS, por
se tratar de hibridos interespecificos, oriundos de genitores contrastantes, a
variabilidade genética para a caracteristica € maior, possibilitando maiores ganhos
na selecéao.



Tabela 3. Ranqueamento dos 30 genotipos com maiores estimativas para valor genético aditivo (a), ganhos genéticos e novas meédias
preditas, estimados via REML/BLUP, em genétipos de maracujazeiro oriundos da primeira geracdo de retrocruzamentos, nimero de
frutos (NF), comprimento de fruto (CF), massa total de fruto (MTF), massa média de fruto (MMF), massa da polpa (MP), espessura da
casca (EC), teor de sélidos soluveis totais (TSS) e nimero de semente (NS). Campos dos Goytacazes, RJ, 2017

Massa total de Massa média
Numero de fruto Comprimento de fruto (g) fruto (g)
ord. Progénie (planta) Progénie Fruto (mm) Progénie Progénie
(FIC/B) (FIC/B) (FIC/B) (FIC/B)

Ganho Nova Ganho Nova Ganho Nova Ganho Nova

(%) média (%) média (%) média (%) média

1 553 (4/3) 1,33 16,34 223 (2/2) 19,50 78,59 391 (3/3) 1,17 1039,22 223 (2/2) 22,93 76,96
2 387 (3/3) 1,30 16,34 384 (2/3) 17,64 77,36 81 (3/1) 0,99 1037,37 384 (2/3) 21,16 75,85
3 81 (3/1) 1,26 16,33 377 (2/3) 16,76 76,78 387 (3/3) 0,92 1036,70 59 (2/4) 20,50 75,43
4 391 (3/3) 1,24 16,33 520 (2/4) 16,24 76,44 259 (3/2) 0,88 1036,29 520 (2/4) 20,14 75,21
5 83 (3/1) 1,23 16,32 518 (2/4) 15,86 76,19 87 (3/1) 0,86 1036,04 200 (2/2) 19,75 74,97
6 246 (3/2) 1,21 16,32 206 (2/2) 15,53 75,97 83 (3/1) 0,84 1035,85 421 (2/4) 19,40 74,75
7 87 (3/1) 1,19 16,32 50 (2/1) 15,28 75,81 553 (3/4) 0,83 1035,72 52 (2/1) 19,12 74,57
8 259 (3/2) 1,18 16,32 363 (2/3) 15,08 75,67 261 (3/2) 0,81 1035,56 356 (2/3) 1891 74,44
9 545 (3/4) 1,16 16,31 521 (2/4) 14,90 75,56 99 (3/1) 0,80 1035,42 218 (2/2) 18,73 74,33
10 94 (3/1) 1,15 16,31 354 (2/3) 14,75 75,46 246 (3/2) 0,79 1035,30 530 (2/4) 18,58 74,23
11 261 (3/2) 1,13 16,31 80 (2/1) 14,60 75,36 94 (3/1) 0,78 1035,19 363 (2/3) 18,45 74,15
12 251 (3/2) 1,12 16,31 213 (2/2) 14,47 75,27 545 (3/4) 0,77 1035,10 51(2/1) 18,33 74,08
13 113 (3/1) 1,11 16,31 372 (2/3) 14,35 75,20 251 (3/2) 0,76 1035,01 506 (2/4) 18,21 74,00
14 268 (3/2) 1,11 16,30 367 (2/3) 14,18 75,09 268 (3/2) 0,75 1034,93 359 (2/3) 18,08 73,92
15 551 (3/4) 1,10 16,30 529 (2/4) 14,04 74,99 85 (3/1) 0,75 1034,86 65 (2/1) 17,97 73,85
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Cont. Tabela 3

Namero de fruto

Comprimento de

Massa total de

Massa média

ord Progénie (planta) Progénie Fruto (mm) Progénie fruto (g) Progénie fruto (g)

(FIC/B) Ganho Nova (FIC/B) Ganho Nova (FIC/B) Ganho Nova (FIC/B) Ganho Nova

(%) média (%) média (%) média (%) média

16 99 (3/1) 1,09 16,30 519 (2/4) 13,91 7491 552 (3/4) 0,74 1034,79 516 (2/4) 17,85 73,78
17 422 (3/3) 1,08 16,30 65 (2/1) 13,78 74,82 551 (3/4) 0,73 1034,73 50 (2/1) 17,74 73,71
19 85 (3/1) 1,07 16,30 46 (2/1) 13,53 74,66 101 (3/1) 0,72 1034,62 354 (2/3) 17,54 73,58
20 111 (3/1) 1,06 16,30 530 (2/4) 13,41 74,58 419 (3/3) 0,72 1034,56 372 (2/3) 17,44 73,52
21 419 (3/3) 1,06 16,30 373 (2/3) 13,30 74,51 113 (3/1) 0,71 1034,52 206 (2/2) 17,35 73,47
22 48 (3/3) 1,05 16,30 53 8(2/4) 13,19 74,44 554 (3/4) 0,71 1034,47  355(2/3) 17,27 7341
23 552 (3/4) 1,05 16,29 359 (2/3) 13,08 74,36 266 (3/2) 0,70 1034,43 538 (2/4) 17,18 73,36
24 239 (3/2) 1,04 16,29 199 (2/2) 12,97 74,29 412 (3/3) 0,70 1034,39 199 (2/2) 17,09 73,30
25 101 (3/1) 1,04 16,29 52 (2/1) 12,87 74,23 98 (3/1) 0,70 1034,35 367 (2/3) 17,00 73,24
26 554 (3/4) 1,03 16,29 355 (2/3) 12,77 74,16 418 (3/3) 0,69 1034,32  361(2/3) 16,91 73,19
27 399 (3/3) 1,03 16,29 231 (2/2) 12,67 74,09 98 (3/1) 0,69 1034,29 346 (2/3) 16,83 73,14
28 412 (3/3) 1,02 16,29 198 (2/2) 12,57 74,03 253 (3/2) 0,69 1034,26 67 (2/1) 16,75 73,09
29 388 (3/3) 1,02 16,29 194 (2/2) 12,48 73,96 407 (3/3) 0,68 1034,23 193 (2/2) 16,66 73,03
30 389 (3/3) 1,02 16,29 200 (2/2) 12,38 73,90 248 (3/2) 0,68 1034,20 201 (2/2) 16,58 72,98

6V



Cont. Tabela 3

Teor de sélidos

Massa de polpa Espessura de ) ] NUmero de
sollveis totais
ord Progénie (@) Progénie Casca (mm) Progénie Cbrix) Progénie semente
(FIC/B) (FIC/B) (FIC/B) (FIC/B)
Ganho Nova Ganho Nova Ganho Nova Ganho Nova
(%) média (%) média (%) média (%) média
1 223 (2/2) 10,08 26,05 435 (4/3) 1,26 7,91 149 (5/1) 0,07 13,35 384 (2/3) 0,75 83,47
2 384 (2/3) 9,68 25,95 276 (4/2) 1,30 7,91 293 (5/2) 0,07 13,35 223 (2/2) 0,74 83,46
3 200 (2/2) 9,27 25,86 430 (4/3) 1,34 7,91 142 (5/1) 0,07 13,35 206 (2/2) 0,72 83,44
4 51 (2/1) 8,99 25,79 437 (4/3) 1,38 7,92 294 (5/2) 0,07 13,35 52 (2/1) 0,70 83,43
5 52 (2/1) 8,79 25,74 584 (4/4) 1,42 7,92 448 (5/3) 0,07 13,35 532 (2/4) 0,69 8341
6 530 (2/4) 8,62 25,70 125 (4/1) 1,46 7,92 600 (5/4) 0,07 13,35 377 (2/3) 0,68 8341
7 206 (2/2) 8,50 25,67 440 (4/3) 1,50 7,93 145 (5/1) 0,07 13,35 354 (2/3) 0,67 83,40
8 377 (213) 8,41 25,65 283 (4/2) 1,54 7,93 143 (5/1) 0,07 13,35 218 (2/2) 0,66 83,39
9 506 (2/4) 8,33 25,63 427 (4/3) 1,58 7,93 291 (5/2) 0,06 13,35 529 (2/4) 0,66 83,39
10 359 (2/3) 8,25 25,61 289 (4/2) 1,61 7,94 292 (5/2) 0,06 13,35 65 (2/1) 0,65 83,39
11 529 (2/4) 8,17 25,60 126 (4/1) 1,65 7,94 597 (5/4) 0,06 13,35 200 (2/2) 0,65 83,38
12 194 (2/2) 8,11 25,58 589 (4/4) 1,69 7,94 147 (5/1) 0,06 13,35 531 (2/4) 0,64 83,38
13 218 (2/2) 8,05 25,57 135 (4/1) 1,72 7,94 141 (5/1) 0,06 13,35 530 (2/4) 0,64 83,38
14 520 (2/4) 8,00 25,55 432 (4/3) 1,76 7,95 594 (4/4) 0,06 13,35 372 (2/3) 0,64 83,37
15 372 (2/3) 7,95 25,54 134 (4/1) 1,80 7,95 587 (4/4) 0,06 13,35 506 (2/4) 0,63 83,37
16 65 (2/1) 7,91 25,53 137 (4/1) 1,83 7,95 290 (4/2) 0,06 13,35 520 (2/4) 0,63 83,37
17 521 (2/4) 7,86 25,52 436 (4/3) 1,87 7,96 606 (5/4) 0,06 13,35 521 (2/4) 0,63 83,36
18 354 (2/3) 7,81 25,51 593 (4/4) 191 7,96 595 (4/4) 0,06 13,35 64 (2/1) 0,62 83,36
19 199 (2/2) 7,76 25,50 444 (4/3) 1,94 7,96 132 (4/1) 0,06 13,35 51 (2/1) 0,62 83,36

0S



Cont. Tabela 3

Teor de sélidos

Massa de polpa Espessura de ) ] NUmero de
sollveis totais
ord Progénie (@) Progénie Casca (mm) Progénie Cbrix) Progénie semente
(FIC/B) (FIC/B) (FIC/B) (FIC/B)

Ganho Nova Ganho Nova Ganho Nova Ganho Nova
(%) média (%) média (%) média (%) média
20 70 (2/1) 7,71 25,49 587 (4/4) 1,97 7,96 436 (4/3) 0,06 13,35 70 (2/1) 0,62 83,36
21 231 (2/2) 7,67 25,48 124 (4/1) 2,01 7,97 586 (4/4) 0,05 13,35 359 (2/3) 0,62 83,36
22 77 (2/1) 7,62 25,46 290 (4/2) 2,04 7,97 124 (4/1) 0,05 13,35 194 (2/2) 0,61 83,35
23 64 (2/1) 7,58 25,45 590 (4/4) 2,08 7,97 444 (4/3) 0,05 13,35 231 (2/2) 0,61 83,35
24 53 1(2/4) 7,54 25,44 594 (4/4) 2,11 7,97 283 (4/2) 0,056 13,35 516 (2/4) 0,61 83,35
25 361 (2/3) 7,50 25,44 431 (4/3) 2,15 7,98 591 (4/4) 0,06 13,35 361 (2/3) 0,60 83,35
26 516 (2/4) 7,46 25,43 591 (4/4) 2,18 7,98 435 (4/3) 0,06 13,35 47 (2/1) 0,60 83,34
27 193 (2/2) 7,43 25,42 595 (4/4) 2,22 7,98 281 (4/2) 0,056 13,35 193 (2/2) 0,60 83,34
28 355 (2/3) 7,40 25,41 277 (412) 2,25 7,99 439 (4/3) 0,05 13,35 67 (2/1) 0,60 83,34
29 532 (2/4) 7,37 25,40 5 (1/1) 2,28 7,99 126 (4/1) 0,05 13,35 381 (2/3) 0,59 83,34
30 538 (2/4) 7,34 25,40 181 (4/2) 2,32 7,99 135 (4/1) 0,05 13,35 225 (2/2) 0,59 83,33

TG
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Os maiores ganhos foram obtidos para as variaveis CF, MMF e MP (19,50 a
12,38%; 22,93 a 16,58% e 10,08 a 7,34%, respectivamente), 0 que mostra sucesso
com a selecéo para essas caracteristicas. Estas caracteristicas estao diretamente
relacionadas a producao, principalmente ao tamanho do fruto. Confirmando estes
resultados, Silva et al. (2017), avaliando uma populacdo de maracujazeiro-azedo
no terceiro ciclo de selecao recorrente, observaram ganhos bem préximos ao obtido
neste estudo para essas caracteristicas.

Os ganhos preditos para EC foram consideraveis, apesar de ter sido
verificado baixo valor de variabilidade genética. Para essa caracteristica, o objetivo
€ diminuir sua média. Esses resultados sugerem possibilidade de melhoria dessa
caracteristica. Em muitos estudos, foram observadas estimativas de ganhos
menores com a selecdo para essa caracteristica (Krause et al., 2012; Assuncdao et
al., 2015; Santos et al., 2015b; Silva et al., 2017). A espessura da casca € uma
caracteristica importante, tanto para a industria de suco concentrado, quanto para
o mercado da fruta in natura, por ser inversamente proporcional ao rendimento do
suco (Vianna-Silva et al., 2010).

Para as caracteristicas de producdo MTF e NF, foram obtidos ganhos baixos
com a selecéo, 1,17% e 1,33%, respectivamente. Santos et al. (2015b), avaliando
uma populacao de hibridos interespecificos (P. edulis x P. setacea), obtiveram
ganhos de 319,15% para NF. Freitas et al. (2016) também avaliaram a mesma
populacdo de hibridos interespecificos, em duas safras, e relataram ganhos altos
para as caracteristicas NF (305,97 %) e MTF (167,18%). Estas estimativas foram
muito superiores as obtidas neste estudo. A estrutura genética da populacdo de
retrocruzamentos (RCi) pode ter contribuido para ganhos mais baixos, pois 0s
genaotipos sdo mais homogéneos, havendo, portanto, menor variabilidade genética.

Em programas de melhoramento envolvendo hibridacdo interespecifica e
sucessivas geracdes de retrocruzamentos, os melhoristas enfrentam varios
problemas, como a incongruidade (esterilidade total ou parcial), pleiotropia, baixa
producao, baixo vigor, entre outros (Pereira et al., 2010), o que justifica a baixa
producdo da maioria dos genotipos, além do fato de contar com a polinizacéo
natural. No entanto, alguns genotipos apresentaram boa produtividade.

No que se refere a selecdo dos 30 melhores genotipos para qualidade de
fruto, o mais bem ranqueado foi o gendétipo 223 para CF, MMF, MP e NS, ou seja,

este genaotipo apresenta boa qualidade de fruto, mas sua producdo é baixa. Os
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ganhos preditos com a sele¢do deste genotipo foram de 19,50 % para CF, de
22,93% para MMF, de 10,08% para MP e de 0,74% para NS. Para as
caracteristicas de producdo NF e MTF, os genoétipos mais bem ranqueados foram
os 553, 391, 387 e 81. Os ganhos variaram entre 1,33 a 1, 24% para a NF e de
1,17 a 0,83% para MTF.

Em relagdo as familias de irm&os completos (FIC), a FIC 3 e a FIC 2
contribuiram com a maioria dos genaétipos selecionados para as caracteristicas
avaliadas, indicando grande potencial dessas familias em gerar genotipos
produtivos. Somente para as caracteristicas EC e TSS, os genotipos dessas

familias ndo foram selecionados.

3.2.4.3. Média populacional dos genoétipos RCi em relacdo a média

populacional dos genitores e progenitores

Por se tratar de uma populacdo oriunda da primeira geracdo de
retrocruzamento, as caracteristicas agronémicas ainda precisam ser recuperadas,
embora alguns genotipos tenham apresentado caracteristicas morfoagronémicas
préximas ao do genitor recorrente P. edulis (Figura 3).

Comparando a populacédo da primeira geracédo de retrocruzamento com o
genitor recorrente, Figura 4, nota-se que, para a maioria das caracteristicas, a
média do genitor € bem superior a do RC1, exceto para espessura de casca e teor
de sdlidos soluveis totais. Um maior TSS em relacdo ao genitor € vantajoso, pois
tanto para a industria quanto para o mercado de frutos in natura, o teor de sélidos
solliveis deve ser elevado (Figura 4). Para a induastria, por exemplo, sdo
necessarios 11kg de frutos com TSS, entre 11% a 12%, para obtencéo de 1kg de
suco concentrado a 50 ° Brix. Assim, quanto mais alto o valor de TSS, menor sera
a quantidade de frutos necessaria para a concentracéo do suco (Nascimento et al.,

2003). Por outro lado, gen6tipos com maior espessura de casca nao sao desejados.
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Figura 3. Fruto do genitor recorrente P. edulis (A), progenitor P. setacea (B), genitor
doador hibrido interespecifico (C) e comparacdo dos genitores com a populacao
RC1.
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Figura 4. Comparacao das medias experimentais das caracteristicas da populacéo
RC1 com os genitores e progenitores. Médias dos hibridos interespecificos (genitor
doador de gene de resisténcia) foram retiradas dos trabalhos de Santos et al.
(2015b) e Freitas et al. (2016). Médias das caracteristicas do progenitor P. setacea
(doador de gene de resisténcia) e do genitor P. edulis (genitor recorrente) foram
obtidas no presente estudo. Campos dos Goytacazes, RJ, 2017.

No que se refere & comparacao da populacdo de estudo com os hibridos
(genitor doador), houve aumento na média da populacdo melhorada para as
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caracteristicas MTF, MMF, MP e EC de 16,64%, 23,73%, 27,13% e 44,09%,
respectivamente. Somente para a caracteristica CF houve diminuicdo em relacao
a geracao anterior. Ja para as caracteristicas NF e TSS, foi mantida a mesma média
populacional. Vale ressaltar que o objetivo principal desse programa de
melhoramento é a caracteristica de resisténcia a virose do endurecimento dos
frutos, sendo os gendtipos selecionados para tal caracteristica, mas foi possivel
obter melhoria para quase todas as variaveis de interesse agronémico, havendo
necessidade de mais geracdes de retrocruzamento para recuperar as

caracteristicas agronémicas do genitor recorrente.

3.2.5 CONCLUSOES

Observou-se baixa herdabilidade para todas as caracteristicas, mas foi
possivel obter ganhos com a selecéo por meio da estimacédo dos BLUps individuais.
As caracteristicas comprimento de fruto, espessura da casca e massa média de
fruto foram as que apresentaram maiores valores de herdabilidade, tanto
individualmente quanto com base na média da familia. A selecéo de genétipos com
base nessas caracteristicas possibilita maiores ganhos. O gendétipo 223 foi 0 mais
bem ranqueado para qualidade de fruto. As melhores familias de irmaos completos
foram a 2 e a 3, por contribuirem com a maioria dos genaétipos selecionados para
as caracteristicas avaliadas, indicando grande potencial dessas familias em gerar
gendtipos produtivos, podendo ser utilizadas para dar continuidade ao programa de

melhoramento do maracujazeiro-azedo da UENF.
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3.3 DIVERSIDADE MOLECULAR, AGRONOMICA E DE RESISTENCIA
GENETICA AO VIRUS DO ENDURECIMENTO DOS FRUTOS EM
POPULACOES SEGREGANTES DE MARACUJAZEIRO

3.3.1. INTRODUCAO

O maracujazeiro-azedo pertence ao género Passiflora, maior e mais
importante da familia Passifloraceae, sendo originario da América Tropical e
Subtropical (Vanderplank, 2000). No entanto, h& relatos de que os ancestrais de
Passiflora sdo originarios da Africa (Muschner et al., 2012). No Brasil, sio
conhecidas 153 espécies da familia Passifloraceae, das quais, 87 sdo endémicas
(Bernacci et al., 2015). Apesar dessa ampla variabilidade, o maracuja-azedo
(Passiflora edulis Sims) é o mais conhecido e cultivado, representando
aproximadamente 90% dos pomares brasileiros, principalmente pela sua
qualidade, produtividade, vigor e rendimento em suco (Meletti e Bruckner, 2001,
Meletti, 2011; Oliveira et al., 2013a; Silva et al., 2014, Viana et al., 2016).

Por ser a espécie mais cultivada, P. edulis € acometida por varias doencas.
Sabe-se que a base genética do maracujazeiro-azedo para resisténcia a doencas
€ muito estreita, dessa forma, as espécies silvestres, por apresentar grande
diversidade genética, podem contribuir para aumentar o grau de resisténcia das
cultivares comerciais as doencas por meio de hibridagbes interespecificas

(Fonseca et al., 2009; Freitas et al., 2015; Santos et al., 2015a), sendo essa uma
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das alternativas adotadas pelos programas de melhoramento para controlar as
doencas.

Conhecer a variabilidade genética existentes na populacao de estudo traz
avancos significativos para o progresso genético na selecdo de gendtipos e o
avancgo de geracdes em um programa de melhoramento. A caracterizagdo pode ser
morfoagronémica, reprodutiva, bioquimica, citogenética ou molecular (Valois et al.,
2001). Neste contexto, as analises morfoagronémicas e moleculares estéo entre as
ferramentas mais utilizadas para estimar a diversidade genética (Maric et al., 2004).

Para a analise de diversidade genética via caracteristicas
morfoagronémicas, sdo utilizados os métodos multivariados, em que diversos
caracteres podem ser avaliados simultaneamente. Existem varios métodos
disponiveis para estimar a diversidade genética. A escolha do método depende do
tipo de variavel a ser analisada, como, por exemplo, se os dados sao oriundos de
experimentos com repeticdo, se as caracteristicas avaliadas sao qualitativas,
guantitativa ou ambas, etc. Com o0 uso destes dados, pode-se gerar uma grande
guantidade de informacdes fenotipicas, que permitem o agrupamento de genotipos
e possibilitam um melhor planejamento dos cruzamentos (Spooner et al., 2005).

Outra técnica muito empregada para a avaliacdo da diversidade genética
0 uso de marcadores moleculares genéticos, pois, quando comparados com outros
tipos de marcadores, apresentam maior numero de locos polimorficos, permitindo
a distingdo entre acessos, mesmo com morfologia similar (Borém e Caixeta, 2009).
Algumas complicacdes, como o efeito ambiental, tempo necessario para
avaliacdes, entre outras, podem ser evitadas pelo uso da analise direta do gendtipo
por meio de marcadores moleculares de DNA (Lefebvre et al., 2001; Maric et al.,
2004). No entanto, a analise dessas duas categorias de informacdes
separadamente pode resultar em inferéncias fragmentadas, muitas vezes
imprecisas, dificultando a compreensdo das relacdes genéticas entre o
germoplasma estudado.

Em programas de melhoramento genético, é importante lancar méo do uso
destas duas categorias de informacbes, molecular e morfoagronémica, visto
ajudarem na compreensao das relacdes genéticas entre o germoplasma estudado
(Ramos et al., 2012). O objetivo deste trabalho foi: I) estimar a distancia genética
entre genotipos derivados de retrocruzamento e seus genitores, utilizando

informagcdes morfoagrondémicas, de resisténcia ao CABMV e moleculares; 1I)
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analisar a eficiéncia de tais metodologias em acessar a diversidade e distinguir os
genotipos avaliados neste estudo; Ill) caracterizacdo genética buscando estimar
indices genotipicos para quantificacdo e estruturacdo da variabilidade genética; 1V)
fazer a analise conjunta das informacdes morfoagrondémicas e moleculares; V)
fazer a selecéo de gendtipos superiores para avanco de gera¢gdes no programa de

melhoramento genético do maracujazeiro visando a resisténcia a doenca.

3.3.2. REVISAO

3.3.2.1. Diversidade genética de Passiflora com uso de informacdes

morfoagrondmicas e moleculares

A maioria das espécies de Passiflora descrita € originaria da América
Tropical. No entanto, ha relatos de que os ancestrais de Passiflora sao originarios
da Africa, dispersaram-se para a Europa e Asia, até chegarem ao continente
Americano (Muschner et al., 2012). Embora sejam encontradas desde a regido
Amazobnica até o Paraguai e nordeste da Argentina, é o Brasil um dos principais
centros de diversidade genética dessa familia (Silva et al., 2004). Atualmente, estéo
descritos no Brasil quatro géneros e 153 espécies, 87 endémicas (Bernacci et al.,
2015). As espécies ocorrem em todas as regides do Pais.

As principais espécies do género sao diploides (2n=2x=18 cromossomos),
alégamas e autoincompativeis (Martin e Nakasone, 1970), mas algumas espécies
de Passiflora silvestre sdo autocompativeis, segundo Meletti et al. (2005) e
Junqueira et al. (2005). O fenbmeno da autoincompatibilidade tem implicac6es
importantes nas metodologias de melhoramento por induzir a alogamia e o alto grau
de heterozigose, além de ter influéncias na compatibilidade entre cruzamentos
(Allard, 1971).

Apesar da ampla variabilidade genética existentes no género Passiflora, os
cultivos comerciais do Brasil se baseiam numa Unica espécie, 0 maracuja-azedo
(Passiflora edulis), que representa mais de 90% dos pomares (Meletti e Bruckner,
2001; Meletti, 2011; Oliveira et al., 2013a; Viana et al., 2016). As pesquisas com

maracujazeiro estdo sendo amplamente dirigidas as espécies cultivadas,
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principalmente a espécie P. edulis, mas se sabe que algumas espécies nao
cultivadas podem contribuir com o melhoramento genético, por apresentarem
resisténcia a doencas ou a pragas, longevidade, maior adaptacdo a condicdes
climaticas adversas, periodo de florescimento ampliado, maior concentracdo de
componentes quimicos interessantes para a industria farmacéutica e outras
potencialidades, quase todas ainda inexploradas (Meletti, 2011) ou com ag¢des de
pesquisa e desenvolvimento ainda incipientes (Faleiro et al., 2011).

A exploragéo da variabilidade genética dentro do género Passiflora ou em
populacdes segregantes constitui uma atividade importante para o melhoramento
genético, pela possibilidade de identificacdo de genes que podem conferir melhores
caracteristicas de producédo, qualidades organolépticas e de adaptacéo a diferentes
estresses abioticos e bidticos (Gepts, 2006; Goncalves et al., 2008; Faleiro et al.,
2011). Em programa de melhoramento, um dos primeiros passos € caracterizar o
germoplasma de modo a obter informacBes bésicas sobre os gendtipos. A
caracterizacdo morfolégica é a forma mais acessivel e mais utilizada para
quantificar a diversidade genética do germoplasma disponivel. A deteccdo da
variabilidade intra e interespecifica é de fundamental importancia, pois possibilita o
uso mais eficiente dos recursos genéticos pelo melhorista (Santos et al., 2014). O
sucesso de um programa de melhoramento depende inicialmente da escolha dos
genitores, que, ao serem cruzados, aumentam as chances de obtencdo de
genotipos superiores em geracdes segregantes (Cruz e Carneiro, 2006).

A quantificacdo da variabilidade genética feita pelas caracteristicas
morfologicas pode ser estimada pelas analises multivariadas, que se baseiam nas
diferencas entre os acessos, permitindo analisar multiplas informacfes de um
conjunto de caracteres, extraidas das unidades experimentais (Fonseca et al.,
2004). A utilizacdo da estatistica multivariada assume importancia relevante,
sobretudo quando o objetivo é obter informacdes sobre a distancia genética entre
populacfes ou genaotipos.

Na predi¢cdo da divergéncia genética, varios métodos multivariados podem
ser aplicados, entre os quais, citam-se analise por componentes principais,
variaveis candnicas e os métodos aglomerativos. Os meétodos aglomerativos
diferem dos demais por dependerem de medidas de dissimilaridade estimadas
previamente. Para tal, podem ser utilizadas a distancia generalizada de

Mahalanobis, distancia euclidiana, entre outras. A escolha do método mais
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apropriado tem sido determinada pela precisdo desejada pelo pesquisador, pela
facilidade de analise e pela forma como séo obtidas as informacdes (Cruz et al.,
2012).

As medidas de dissimilaridade, muito utilizadas em estudos de diversidade,
tém sido a distancia euclidiana e a distancia generalizada de Mahalanobis, esta
Ultima a preferida, dependendo seu uso de uma matriz de covariancias residuais
estimadas pelos ensaios experimentais com repeticdo (Cruz et al., 2012). Sabe se
que experimento com culturas perenes nem sempre é possivel atender essas
condicoes. A distancia euclidiana média pode ser obtida por meio das observacgdes
individuais dos genotipos, sem a necessidade de experimento que envolvem
delineamentos experimentais (Cruz et al., 2012).

Estudos sobre a diversidade genética utilizando informacdes
morfoagronémicas em espécies de maracujazeiro podem ser observados em
trabalhos de Viana et al. (2003), Paiva et al. (2014), Santos et al. (2014), Silva et
al. (2014) e Jesus et al. (2016).

Para complementar as informacdes e aumentar a base de conhecimento
genético sobre a populacdo em estudo, os marcadores moleculares tém sido de
grande valia, pois 0 uso somente de métodos classicos em programas de
melhoramento leva muito tempo para chegar a algum resultado pratico,
especialmente quando se trata de uma espécie semiperene, caso do
maracujazeiro, além de demandar grandes espacos experimentais. Os marcadores
revelam diferengcas genéticas em um maior nivel de detalhamento e sem as
interferéncias causadas pelo efeito ambiental, oferecendo vantagens em termos de
discriminacao e rapidez (Binneck et al., 2002), além da sua neutralidade seletiva
(Goncalves et al., 2008).

As técnicas moleculares podem ser utilizadas em programas de
melhoramento em diferentes situacdes, como em fingerprinting de genotipos,
estudos de diversidade genética, mapeamento, avaliagdo de estrutura populacional
e na selegcdo de genotipos desejaveis para o melhoramento de plantas (Rauscher
e Simko, 2013).

Existem varios marcadores moleculares disponiveis para os mais diversos
tipos de culturas. A escolha de um marcador molecular depende de varios fatores,
como a disponibilidade do marcador para a espécie em estudo, nivel de

polimorfismo apresentado pelo marcador, disponibilidade de informacdo do
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genoma da espécie alvo, habilidades técnicas, custo da andlise, disponibilidade de
equipamentos, entre outros (Souza et al.,, 2008). Entre os marcadores, 0s
microssatélites se destacam pelo seu alto poder informativo (Oliveira et al., 2006) e
ampla distribuicdo pelo genoma (Rallo et al.,, 2000), permitindo uma boa
amostragem em estudos genéticos.

O genoma dos eucariotos tem sequéncias simples repetidas, que
consistem de um a seis nucleotideos repetidos em tandem, sendo denominadas
microssatélite ou SSR (Simple Sequence Repeats). As sequéncias de DNA que
flanqueiam os microssatélites sdo, geralmente, conservadas entre os individuos de
uma mesma espécie, permitindo a selecdo de iniciadores especificos que
amplificam, via PCR, fragmentos contendo o DNA repetitivo em todos 0s genotipos
(Borém e Caixeta, 2009).

Os microssatélites tém heranca codominante, sdo altamente polimérficos,
muito abundantes por todo o genoma, tém alta reprodutibilidade, potencial para
automacao e a analise ndo requer grandes quantidades de DNA (Kumar et al.,
2009; Ince et al., 2010). Por isso, sado considerados marcadores genéticos ideais
para mapeamento genético e de alta eficiéncia para estudos de ligacéo, protecéo
de variedades, selegao assistida, estudos de diversidade, entre outros (Song et al.,
2004, Borém e Caixeta, 2009).

Os trabalhos com o uso de marcadores microssatélites em maracujazeiro
estdo voltados para identificacdo e caracterizacdo de locos (Padua et al., 2005;
Pereira, 2010; Cazé et al., 2012; Penha et al., 2013; Oliveira et al., 2013b; Santos
et al., 2014b, Cequeira-Silva et al., 2014a), insercdo de marcas em mapas
genéticos previamente construidos (Oliveira et al., 2008; Pereira et al., 2013) e na
diversidade genética (Oliveira et al., 2013b; Paiva et al., 2014; Cequeira-Siva et al.,
2014b).

3.3.3. MATERIAL E METODOS

3.3.3.1. Material Vegetal
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O material utilizado na extragao de DNA e na caracterizagdo morfoagronémica
foi coletado na &rea experimental localizada na Escola Técnica Estadual Agricola
Antdnio Sarlo, no municipio de Campos dos Goytacazes, Estado do Rio de Janeiro,
com latitude sul de 21° 45’, longitude 41° 20’ W e 11 m de altitude.

Foram selecionados para extracdo de DNA 91 gendétipos de uma familia de
irmados completos, um genétipo do hibrido interespecifico (genétipo doador de
resisténcia), um do genitor P. edulis e um do progenitor P. setacea (Tabela 1). A
escolha desses 91 genotipos da primeira geracdo de retrocruzamento dentro da
familia foi com base na diversidade dos sintomas de virose que 0s genotipos
apresentavam no momento da coleta de material genético.

As informacdes obtidas com a genotipagem dos 94 gendtipos (Tabela 1)
foram utilizados para obter a estrutura genética da populacdo e para estimar 0s

parametros de diversidade genética entre 0s genotipos.

Tabela 1. Origem e identificagdo das populagbes de estudo compostas por uma
familia de irmdos completos (FIC), hibrido interespecifico (HI), P. setacea e P.
edulis e pelo total dos gendétipos na area experimental. Campos dos Goytacazes,
RJ, 2017

] Numero de
. Ndmero total de .

Descricao Cruzamentos » genaotipos

genotipos _
selecionados

FIC1* HI5-14 x P. edulis 160 91
Genitor HI5-14** Ps 367 x Pe 139 (40) 12 1
Genitor P. edulis +PMGMA-UENE 12 1
Progenitor P. setacea BAG da UENE 12 1
Total 94

*Familias de irmaos completos - primeira geragao de retrocruzamento.
** hibridos interespecificos selecionados (Santos et al., 2015). Pe= P. edulis; Ps= P. setacea.
*** Programa de melhoramento genético do maracujazeiro (PMGMA-UENF).

Dos 94 genotipos identificados na Tabela 1, a caracterizacdo
morfoagronémica foi feita ealiza em apenas 77, incluindo os genitores e
progenitores, pois foram o0s que produziram frutos. As populacdes foram

caracterizadas em relacéo a trés caracteristicas de producédo e uma de resisténcia
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ao virus do endurecimento do fruto para observar se genétipos produtivos agrupam

com genotipos resistentes. Estes 77 genotipos também foram genotipados, e a

distancia genética foi obtida pelo método de Rogers.

3.3.3.2. Caracterizagdo morfoagronémica

Os 77 gendtipos foram caracterizados pelas caracteristicas de producédo e

resisténcia a doenca, tendo sido avaliadas as seguintes caracteristicas

guantitativas:

Area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPDM): as populacdes
foram conduzidas em uma area com histérico da doenca, sendo avaliadas
sobre a ocorréncia natural do CABMV. Apds 0s primeiros sintomas de virose,
as plantas foram avaliadas quinzenalmente por 14 meses. As avaliagcdes dos
sintomas foram feitas visualmente em folhas jovens: a partir da terceira folha
mais jovem nos ramos novos e planta inteira: distribuicdo dos sintomas da
virose em toda a area ocupada pela planta. Utilizou-se uma escala de notas
variando de 1, sem sintomas, a 4, com sintomas mais severos, com
modificacdes para todas estas avaliacdes, propostas por Novaes e Rezende
(1999) e modificadas por Oliveira et al. (2013a). Por meio de uma escala de
notas, foram estimadas a area abaixo da curva de progresso (AACPD) da
doenca para folhas jovens e a area total da planta. Apds estimadas, foram
obtidas uma média com as AACPDs (AACPDM);

Numero de frutos por plantas (NF): foram feitas duas colheitas por semana
durante nove meses e, ao final do periodo de avaliacdo, o numero total de
frutos foi contabilizado para cada genétipo;

Massa total de frutos (MTF): os frutos foram pesados em balanca digital
semianalitica e a massa, expressa em gramas, todos os frutos eram
maduros e foram coletados ao longo do periodo de avaliacao;

Massa Média de Frutos (MMF): determinada pela média aritmética de uma
amostragem de no minimo um e maximo de 15 frutos de cada genétipo. Os
frutos foram pesados individualmente em balanga digital semianalitica, e a

massa, expressa em gramas.



65

Com as informacdes das caracteristicas agrondmicas, foi obtida a matriz de

distancia, com base na Distancia euclidiana.
di= oy =)
i n L ij i'j
]

Com a matriz de distancia, foi feita a construgcdo do dendrograma pelo

método UPGMA (Unweighted Pair-Group Method using Arithmetic Avarages).
Todas as andlises foram feitas com o auxilio do programa R (http://www.r-

project.org).

3.3.3.3. Caracterizagdo Molecular

3.3.3.3.1. Extracao e quantificacdo do DNA genbémico

A extragdo do DNA gendmico total foi feita em folhas jovens coletadas
individualmente de cada gendtipo, utilizando o método CTAB padrdo com
modificacdes (Doyle e Doyle, 1990).

Em seguida, o DNA foi quantificado por analise em gel de agarose a 1 % com
tampdo TAE 1X (Tris, Acetato de Sodio, EDTA, pH 8,0), utilizando o marcador
Lambda (A) de 100 pb (100 ng/uL?) (Invitrogen, USA) pela comparacdo das bandas.
Para esse procedimento, as amostras foram coradas utilizando a mistura de Gel
RedTM e Blue Juice (1:1) e a imagem, capturada pelo sistema de
fotodocumentacdo Mini Bis Pro (Bio-lmaging Systems). Posteriormente, as

amostras de DNA foram diluidas para a concentragdo de trabalho de 10 ng/uL.

3.3.3.3.2. Triagem dos Primers

O DNA dos gendtipos parentais foi utilizado inicialmente para uma triagem
de 63 iniciadores microssatélites, desenvolvidos para P. edulis (Oliveira et al., 2008;
Cerqueira-Silva et al., 2014b), com a finalidade de identificar locos SSR capazes
de diferenciar os genitores. ApdOs rastreio, um conjunto de 14 iniciadores

polimorficos foi selecionado para as reagfes de amplicacéo (Tabela 2).
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Tabela 2. Sequéncia dos 14 primers de microssatélites desenvolvidos para
Passiflora, utilizados na analise de diversidade genética de populacdes
segregantes de maracujazeiro. Campos dos Goytacazes, RJ, 2017

Primer Sequéncia (5’ 3’) Motivo T (°c)

F: GGTTTTGCTTGATTACTTTTC
PE 96 (CA)10 56
R: GGATCTTCCCAAATGACTC

Pad-2 F: CACATTTGCCGTCACTGG £g
a - -
R: CGGCATACGATAAATCTCCTG

F: GAGAAAGCGAGTCAGCGAGA
Ps-16 (GAG) 6 (CAA) 4 58
R: GACTCCAATATCGGCACTTCA

F: GGGCCGTTGTCAAAGTAGT
Ps-9 (AC)a 60
R: GAGGTTAAGGCAAGCACTG

F: TAGCTTAACACAATGCAACAGA
Ps-2 (TG) 5 (TG) s 56
R: CAACGGAGAACGATGTCAG

F: GGAATCACTCTTGCGCTTCT
PE 43 (TG)13 60
R: TCTGTCTTATGCCACTGTTGG

F: GGCCAACCATTCAACCAATA
PE 32 (GA)19 60
R: CAAGCACATGAATCAAAATCG

F: CCCGGAAGATTGGTCGTA
PE 21 (GT)1s 60
R: ATCCAATGGCAGGAAGGTC

F: ACTTGCGTGTGATTGTTGT
PE 34 (TG)s 58
R: GAAGATTGCCTACTCGTCC

F: ACAACAAAGACTGCGGGAAC
PE 40 (GAAA)s 58
R: CTTCTTTTGGGTTGCTCTCTG

F: TAGAGAAAAGCACACACACA
PE 25 (CA)s 62
R: CGAGGTCGAGTTTACAGAAA

F: CCCTCTTATCAATAGCGTTGG
PE 74 (ATCACA)s 64
R: GCACGAGCACGAGTATTTATT

F: TGCTCATTGATGGTGCTTG
PE 7 (GA)2s 58
R: TCGTCTCTTCTCCTCCTTCA

F: ACTGCTTCTTGATTCCGATAA
PE 76 (TG)s 58
R: CTACTTACCCGCTGACACAC
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3.3.3.3.3. Reacédo em cadeia da polimerase (PCR)

As reacbes de PCR foram feitas em termocicladores da Applied
Biosystems/Veriti 96 well, em um programa de 35 ciclos, obedecendo as seguintes
temperaturas e tempo: 94 °C durante 4 minutos (desnaturacao inicial); 94 °C por 2
minutos (desnaturacéo ciclica); temperatura especifica de cada iniciador, em °C,
por 1 minuto (anelamento); 72 °C por 2 minutos (extenséao ciclica); 72 °C por 10
minutos (extensao final); e 4° C forever. O volume final foi de 13 pL de cada
amostra, sendo 2uL de DNA (5 ng/pL), 1.50 yL de Tampéao 10X (NH4S04), 1.5 yL
de MgCI2 (25 mM), 1.5 yL de dNTPs (2 mM), 1 pL de iniciador (R+F) (5 uM) e 0.12
ML de Tag-DNA polimerase (5 U/uL) (Invitrogen, Carlsbad, California, EUA).

Os produtos da PCR foram diluidos numa relac¢éo de 4ul de amostra para 20
gl de Buffer E do kit DNF 900 e dis e submetidos a um sistema de eletroforese
capilar (Fragment Analyzer - AATI), no qual fragmentos amplificados de 35 a 500pb
sdo separados com uma resolucdo de aproximadamente 2bp. Cada corrida teve

duracao de 2h e 20min sob uma voltagem de 8 kw.

3.3.3.3.4. Anélise estatistica das variaveis moleculares

Os dados obtidos pela amplificacdo dos 14 iniciadores SSR foram convertidos
em cddigo numérico para cada alelo por loco. Tal matriz numérica foi desenvolvida
atribuindo-se valores de 1 até o nUmero maximo de alelos no loco, como descrito a
seguir: para um loco que apresenta trés alelos, tem-se a representacao 11, 22 e 33
para as formas homozigotas (A1Al, A2A2 e A3A3) e 12, 13 e 23 para as
heterozigotas (A1A2, A1A3 e A2A3). Tendo como referéncia essa matriz numerica,
foi calculada a distancia genética de Rogers para 77 genoétipos da populacéo
segregante. A analise de agrupamento dos individuos via dendrograma foi feita pelo
método UPGMA (Unweighted Pair-Group Method Average), com auxilio do
programa R (http://www.r-project.org).

Considerando as variaveis moleculares, estimou-se a diversidade genética
entre 0s 94 gendtipos, com o auxilio do programa Genalex 6.3 (Peakall e Smouse,
2009). Foram estimados os seguintes parametros: numero de alelos por loco
polimorfico (NA), heterozigosidade observada (Ho), heterozigosidade esperada

(He), indice de informacéao (I) e indice de fixagao (f).
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3.3.3.3.5. Anédlise da estrutura genética da populacéo

Para acessar a estrutura genética dos trés genitores e de 91 genotipos da
populacao segregante, foi utilizado um método heuristico com base em algoritmos
de agrupamento bayesiano, com o uso do software STRUCTURE versao 2.3.4
(Pritchard et al., 2000). Para tanto, foram empregados o modelo “no admixture
model” e frequéncias alélicas independentes, usando um “Burnin Period” de 10.000,
seguido de uma extensao (Markov Chain Monte Carlo) de 50.000 repeticbes, e 0
namero de subpopulacdes (k) variando de 1 a 10. Um limite de probabilidade de
0,75 foi usado como a maxima probabilidade de adeséo entre os grupos. Pelo fato
de a distribuicdo da verossimilhanca L(k), muitas vezes, ndo mostrar um verdadeiro
valor para K, foi utilizada a proposta de Evanno et al. (2005) para inferir o verdadeiro

valor de K para a presente populacao, utilizando marcadores SSR.

3.3.3.4. Anédlise conjunta das variaveis morfoagrondmicas e moleculares

As matrizes de distancia relativa entre as quatro variaveis morfoagronémicas
avaliadas nos ensaios e as matrizes obtidas com base nos marcadores
microssatélite foram comparadas, utilizando o pacote Dendextend no programa R

(http://www.r-project.org).

3.3.4. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.4.1. Diversidade genética via caracteristicas morfoagronémicas

O agrupamento dos gendtipos representado pelo dendrograma, Figura 1,
permitiu a distingdo de seis grupos com um ponto de corte de aproximadamente
0,2. Mesmo utilizando poucas variaveis morfoagronémicas, foi possivel observar
diversidade genética e formacao dos grupos. Outros trabalhos utilizaram poucas
variaveis, como o de Silva et al. (2013), que utilizaram somente uma caracteristica
de resisténcia ao fungo Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae para estimar
diversidade genética em maracujazeiro, e de Assmann et al. (2010), que utilizaram

trés caracteristicas de resisténcia a ferrugem-da-folha para distinguir genétipos de
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pessegueiro. Neste trabalho, além do uso de uma variavel de resisténcia ao
CABMYV, foram utilizadas mais trés caracteristicas de producdo para distingdo dos
genotipos.

Por meio da matriz de distancia obtida utilizando a distancia euclidiana,
observa-se que os gendtipos mais distantes em relagdo aos caracteres agronémica
sé@o o P. edulis e 0 RC1 176 (0,962). Isso se deve ao gendtipo RC1 produzir apenas
dois frutos com massa meédia de 27,88g. Para a caracteristica resisténcia a doenca,
ele obteve AACPDM de 502,5, ndo sendo considerado resistente. No entanto, a
AACPDM foi bem menor do que a estimada para P. edulis (1241,25).

Os gendtipos que apresentaram maiores similaridades foram os RC1 188
com o RC1487 (0,0106). Estes genotipos sdo suscetiveis a virose (AACPDM 825)
e apresentaram baixa producdo, ambos com dois frutos com peso médio entre
39,68 e 42,01 gramas. Plantas com essas caracteristicas ndo servem para compor
a proxima etapa do programa de melhoramento visando a resisténcia do
maracujazeiro.

O gendtipo que apresentou maior similaridade com o genitor recorrente, P.
edulis, foi o 38 (0,539). Este gendtipo apresentou boas caracteristicas produtivas,
mas € suscetivel a doenca. O gendétipo mais similar a espécie resistente (P.
setacea) foi o0 RC1 484. Este gendtipo apresentou bom desempenho agronémico,
como elevado numero de frutos (86 frutos), proximo ao genitor recorrente (96), mas
apresentou massa média de fruto relativamente baixa (53,86). Trata-se de um
gendtipo resistente ao CABMV, pois apresentou baixo valor para AACPDM (450),
préximo ao valor da espécie resistente (401,25), sendo indicado para compor a

préxima etapa do programa de melhoramento.



70

0.8

0.6
|

Euclidiana
0.4
|

0.2

0.0

Pe
Ps
484
174
29
182
38
155

Figura 1. Dendrograma de dissimilaridade genética entre gendétipos de uma familia
de irméos completos oriunda da primeira geracao de retrocruzamento e de seus
genitores e progenitores, obtido pelo método UPGMA, com base nas variaveis
agrondmicas e de resisténcia a doenca. UENF, Campos dos Goytacazes, 2017.

O grupo | é formado por um gendétipo, o genitor recorrente P. edulis, que € o
padrao de produtividade que o programa de melhoramento do maracujazeiro-azedo
almeja alcancar, porém, com genes de resisténcia ao CABMV. O gendtipo deste
grupo ficou isolado dos demais individuos pela alta producdo, mas é altamente
suscetivel ao CABMV.

O grupo Il reuniu cinco gendtipos. Nesse grupo estdo a espécie resistente
ao CABMV, o hibrido interespecifico e trés gendétipos da primeira geracdo de
retrocruzamento. Eles tém em comum a massa média de fruto, que variou de 34,97
a 53,869, valores baixos se comparados com o genitor recorrente (137,01q), e
namero de fruto, que teve variagdo entre 56 a 83 frutos, valores proximos ao do
genitor recorrente (96 frutos). Em relacdo a caracteristica de resisténcia a doenca,
houve maior variagao no valor de AACPDM entre os genotipos desse grupo (401,25
a 570). Os gendtipos RC1 que compdem esse grupo sdo indicados para genitores
na proxima geracao de retrocuzamentos, exceto o genotipo 29, que teve o maior
valor de AACPDM (570), pois apresentaram desempenho agrondmico razoavel e

sao resistentes ao CABMV.
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O grupo trés reuniu trés gendtipos da primeira geragédo de retrocruzamento.
Sao genotipos suscetiveis ao CABMV, pois a AACPDM variou de 750 a 1076, 25.
Por outro lado, apresentaram bom desempenho agrondmico, com massa meédia de
fruto variando entre 62, 69 a 66,819 e numero de frutos entre 45 e 69.

No grupo quatro, foram alocados dois genoétipos da primeira geragdo de
retrocruzamento. Estes genaotipos séo similares por serem suscetiveis ao CABMV,
com AACPDM de 926,25 e 1095, por produzirem poucos frutos, de 2 e 5, e por
terem frutos mais pesados, 94,24 e 101,45g.

O grupo cinco reuniu 14 gendtipos da primeira geracao de retrocruzamento.
Neste grupo, o desempenho agronémico dos gendtipos foi baixo, com a massa de
frutos variando de 25, 74 a 69,849 e o numero de frutos variando entre 1 a 23. Em
relacdo a resisténcia ao CABMV, todos o0s genoétipos sdo suscetiveis, pois
apresentaram valores elevados de AACPDM, que variaram de 825 a 1113,75.

No grupo seis, foi alocada a maioria dos genétipos da primeira geracao de
retrocruzamento, tendo sido reunidos 52 gendtipos nesse grupo. Houve grande
variacdo para resisténcia ao CABMV dentro do grupo, e os valores de AACPDM
variaram de 442,5 a 783,75, tendo esse grupo alocado genotipos resistentes e
suscetiveis. Para a caracteristica agrondmica nimero de frutos, os valores variaram
de 1 a 29 frutos e para massa de fruto, variaram de 25,5 a 101,68 g. A maioria dos
genotipos desse grupo apresentou baixo desempenho agrondmico e resisténcia
mediana ao CABMV.

3.3.4.2. Diversidade genética via marcadores microssatélites

Em relacdo a diversidade genética entre os gendtipos avaliados, o nimero
de alelos por loco variou de 2 a 3, com média igual a 2,214, obtendo-se um total de
31 alelos para os 14 locos avaliados (Tabela 3). O resultado observado se aproxima
do esperado (média de aproximadamente 2,75) para essa estrutura populacional,
gue é diploide, com gendtipos aparentados.

Variacdo alélica semelhante foi encontrada por Silva et al. (2015), ao
caracterizarem locos de SSR desenvolvidos para P. edulis, cujo nimero de alelo
por loco variou de 2 a 6, com média igual a 2,9. Paiva et al. (2014) verificaram
poucos alelos por locos, avaliando espécies de Passiflora, variando de 3 a 5 alelos,

com meédia de 3,42. Embora alguns autores (Oliveira et al., 2013b; Cequeira-Silva
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et al., 2014b) tenham encontrado variacdo alélica de 18 a 20, o numero de alelos
por loco no género Passiflora é considerado baixo e também a existéncia de poucos
marcadores microssatélites polimorficos (Cerqueira-Silva et al., 2012; Cerqueira-
Silva et al., 2014c), o que pode sugerir que estes locos se concentram em regifes
conservadas, com pequena taxa de mutacao (Paiva et al., 2014). Vale ressaltar que
os trabalhos citados sdo referentes a estudo de diversidade entre espécies de
Passiflora, ou seja, base genética ampla.

Tabela 3. Parametros genéticos para os 14 marcadores microssatélite nos 94
gendtipos analisados. Sendo NA: numero de alelos; I: indice de informacédo; He:
heterozigosidade esperada; Ho: heterozigosidade observada; e F: indice de
fixacdo. Campos dos Goytacazes, RJ, 2017

Locus NA I He Ho F
PE96 2,000 0,082 0,031 0,011 0,661
Pad-2 2,000 0,666 0,473 0,745 -0,576
Ps-16 2,000 0,686 0,493 0,309 0,374
Ps-9 2,000 0,033 0,011 0,011 -0,005
Ps-2 2,000 0,544 0,359 0,468 -0,306
PE 43 3,000 0,676 0,432 0,585 -0,355
PE 32 2,000 0,033 0,011 0,011 -0,005
PE 21 3,000 1,027 0,618 0,967 -0,565
PE 34 3,000 0,721 0,504 0,957 -0,899
PE 40 2,000 0,607 0,417 0,570 -0,368
PE 25 2,000 0,670 0,477 0,763 -0,601
PE 74 2,000 0,034 0,011 0,011 -0,005
PE 7 2,000 0,568 0,380 0,489 -0,287
PE 76 2,000 0,082 0,031 0,011 0,661
Média 2,214 0,459 0,303 0,421 -0,163

A utilizac&o do indice de Shannon como medida de diversidade populacional
€ bastante interessante, especialmente quando se trabalha com dados de
marcadores dominantes, pois seu uso possibilita contornar o problema da néo

deteccdo dos genotipos heterozigotos, ja que este indice ndo se baseia na
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heterozigosidade da populacdo, mas na frequéncia fenotipica da banda na
populacdo (Moura et al., 2005). Tal indice define que a diversidade sera tanto maior
guanto mais proximos da unidade forem os valores estimados. Considerando todos
0Ss genotipos analisados, os valores desse indice variaram de 0,033 a 1,027. O valor
médio de 0,459 revelou existéncia de moderada variabilidade nesta populacdo, mas
suficiente para a continuidade deste programa de melhoramento.

Os valores de heterozigosidade esperada (He) variaram de 0,011 (Ps-9, PE
32 e PE 74) a 0,618 (PE 21), apresentando média de 0,303. A heterozigosidade
observada (Ho) variou de 0,011 (PE 96, Ps-9, PE 32, PE 74 e PE 76) a 0,967 (PE
21), com uma média de 0,422. Apenas para os locos PE 96, PS-16 e PE 76 a
heterozigosidade observada foi inferior a esperada. Os valores de He e Ho
apresentaram médias proximas, porém a heterozigosidade observada foi maior que
a esperada, indicando um elevado numero de individuos heterozigotos, o que ja
era esperado, pois se trata de plantas ald6gamas, autoincompativeis, oriundas de
cruzamentos contrastantes.

Paiva et al. (2014), avaliando diversidade genética entre espécies de
Passiflora, observaram valor 0,52 para a Ho média, valor préximo ao obtido neste
estudo. Cerqueira-Silva et al. (2015), estudando diversidade genética em gendtipos
de P. edulis, encontraram o mesmo valor médio de Ho (0,42), no entanto, o valor
médio de He (0,49) foi maior que Ho. J& nesse estudo, foi observado valor médio
de -0,163 para F e valores mais elevados para Ho do que para He. Esse valor do
indice de fixacdo negativo na média indica um leve excesso de heterozigoto.

Foi utilizada a andlise bayesiana para verificar a estrutura genética da
populacdo de retrocruzamento em relagcdo aos genitores. Dessa forma, o maior
valor de AK, Figura 2, foi obtido quando quatro clusters foram formados, indicando
que a estrutura genética € mais provavel dividindo todos os genétipos em quatro
grupos (Figura 3).
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DeltakK = mean(|L"(K)|) / sd(L(K))
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Figura 2. Grafico de pico do AK indicando o numero 6timo de clusters genéticos

para a analise bayesiana obtida pelo programa Structure 2.3.4. UENF, Campos dos
Goytacazes, RJ, 2017.
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Figura 3. Agrupamentos pela inferéncia bayesiana de 91 genotipos da primeira geracdo de retrocruzamentos, dos genitores e
progenitor (k=4). Os genoétipos sao representados na linha horizontal, e cada grupo genético é representado por uma cor. UENF,
Campos dos Goytacazes, RJ, 2017.
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Os resultados mostram a estruturacao genética dos acessos estudados com
base no compartilhamento de alelos. O agrupamento bayesiano indicou que os 94
gendtipos avaliados foram agrupados da seguinte forma: P. setacea no grupo 1;
hibrido interespecifico no grupo 2; P. edulis no grupo 3; e os 91 gendtipos RC1 no
grupo 4 (Figura 3). Verifica-se que todos os grupos formados compartilham os
mesmos alelos. Tais resultados indicam pouca variabilidade entre a populacéo para
os locos estudados, embora o0s gendtipos sejam originados de parentais
fenotipicamente contrastantes. Esses resultados reforcam a hipotese de que estes
locos se concentram em regifes conservadas no genoma do género Passiflora,
com pequena taxa de mutacgao.

Pela matriz de distancia obtida pelo método de Rogers, a distancia genética
entre 0s acessos variou de 0 a 13,65. Essa variacéo indica diversidade genética
entre os gendtipos analisados, mesmo a populacdo compartilhando os mesmos
alelos. A maior distancia foi observada entre os gendétipos 333, 335 e 463 com o P.
setacea (13,65). Os gendtipos mais proximos sdo os 7 e 12; 17 e o 24, 40 e 183;
26 com 155,173 e 326; 29 e 0 191; 31 e 0 459; 32 e 0 37 e 460; 35 e 469, 161 e
180; 315 e 493; 333, 335 e 463; 334 e 468; 467 e 479, todos com valor 0, ou seja,
iguais (Figura 4). Os mais proximos do progenitor (espécie doadora de genes de
resisténcia) P. setacea sao os hibridos RC1 11, 35 e 469. Os mais proximos do
genitor recorrente P. edulis sdo os RC1 7, 12 e 319. Nenhum desses gendtipos
apresentou bom desempenho agronémico, sendo suscetiveis a virose.

A diversidade pdde ser constatada pela formacdo de grupos contendo
acessos similares nas analises de agrupamento pelo método hierarquico UPGMA
(Figura 4). Definindo como ponto de corte a regido onde ocorreu a maior coeréncia
na formacado dos grupos, foram formados quatro grupos maiores, que reuniram a
maior parte dos genotipos, além de outros trés grupos contendo um genaotipo,
mostrando a variabilidade genética presente entre os genotipos analisados.

Os grupos |, Il e 0 V reuniram somente um gendtipo em cada grupo, Figura
4, com 0s genotipos geneticamente mais divergentes, sendo eles P. setacea, 0
hibrido e o RC:1 168, respectivamente. Fonseca et al. (2009), avaliando a
recuperacdo do genoma recorrente em plantas RC4 e RCs[ (P. edulis x P. setacea)
X P. edulis ] com base em marcadores RAPD, verificaram, assim como neste

estudo, o isolamento de P. setacea em relacédo as demais plantas avaliadas.



77

10

Rogers

3
450
168

Figura 4. Dendrograma de dissimilaridade genética entre gendétipos de uma familia
de irméos completos oriunda da primeira geracao de retrocruzamento e de seus
genitores e progenitores, obtido pelo método UPGMA, com base em 14 marcadores
microssatélites. UENF, Campos dos Goytacazes, RJ, 2017.

Os grupos IV e VII reuniram o maior conjunto de gendtipos, totalizando 46
individuos, 21 no grupo IV e 25 no VII, um percentual de 59,74% dos gendétipos
estudados. O genitor recorrente foi alocado no grupo IV. Neste grupo, apenas 0s
genatipos 155, 182 e 22 apresentaram bom desempenho agronémico, e o genoétipo
163 apresentou resisténcia a doenca, porém ndo apresentou boas qualidades
agronbmicas. Nota-se uma grande quantidade de gendtipos RC: alocados no
mesmo grupo de P. edulis, o que ja era esperado, pois em RCi, teoricamente,
espera-se uma recuperacdo média de 75% do genoma recorrente, considerando a
utilizacdo do mesmo genitor recorrente. Fonseca et al. (2009) constataram média
de 84,4% em plantas RCa4 e de 92,19 % em plantas RCs de recuperacao do genoma
do genitor recorrente. Os grupos lll e VI alocaram 12 e 16 genatipos,
respectivamente. Estes grupos foram formados apenas por genoétipos da primeira

geracéo de retrocruzamento.
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3.3.4.3. Anédlise conjunta das varidveis morfoagronémicas e moleculares
Para os dados agrondémicos, foi utilizado o método da distancia euclidiana
meédia para obter a matriz e, para os dados moleculares, a distancia de Rogers. O
método de agrupamento UPGMA foi utilizado na formacdo dos grupos. Foram
formados sete grupos distintos para dados moleculares e seis para os agronémicos,

porém o arranjo entre 0s acessos nas analises ndo se manteve igual (Figura 5).
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Figura 5. Emaranhamento entre 77 genétipos, obtido pelo pacote Dendextend, com
base na Distancia de Rogers e Euclidiana, considerando as variaveis agronémicas
e moleculares, respectivamente. UENF, Campos dos Goytacazes, RJ, 2017.
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O entanglement mede o emaranhamento entre dois dendrogramas. Os
valores de entanglement variam de 1 (emaranhamento completo) a 0 (sem
emaranhamento). O entanglement obtido foi de 0,65, evidenciando divergéncia na
distribuicdo dos acessos em ambos os dendrogramas. Em geral, o arranjo dos
gendtipos foi distinto para os dois agrupamentos. Uma explicacdo para essa
distincéo de arranjos entre gendétipos nos dendrogramas pode ser o uso de técnicas
diferentes para obter as matrizes de distancia, além do numero de variaveis
fenotipicas utilizadas nas analises. Bianchi (2017), avaliando o emaranhamento
entre 55 acessos de Capsicum chinense por meio de dados moleculares e
morfoagronémicos, embora utilizando o mesmo método para obter a matriz de
distancia genética, obteve um entanglement de 0,58, préximo do observado neste
estudo. Outra explicacdo, a mais provavel, é que esta distincdo de arranjos
possivelmente se dé pelo fato de os marcadores moleculares utilizados ndo serem
especificos para determinadas caracteristicas fenotipicas. Eles amplificam regifes
mais conservadas do genoma, ndo sendo possivel assimilar uma marca molecular
a uma determinada caracteristica fenotipica.

Os agrupamentos indicaram grupos com potencial a serem utilizados em
futuras etapas do programa de melhoramento genético. Genoétipos da primeira
geracdo de retrocruzamento, como o 484 e o 312, que tém bom desempenho
agrondmico, sao resistentes a virose e alocaram em grupos diferentes, tanto para
informagbes moleculares quanto para morfoagronbmicos, podem ser
intercruzados, possibilitando o surgimento de uma nova vertente dentro do
programa de melhoramento e a geracdo novos conhecimentos. Esses genotipos
sdo também indicados para genitores na proxima geracao de retrocruzamento do
programa de melhoramento genético do maracujazeiro visando a resisténcia ao
CABMV.

3.3.5 CONCLUSOES

O wuso de informacdes morfoagronbmicas e moleculares mostrou
variabilidade genética entre os genitores e a populagdo e dentro da populagéo

segregante de maracujazeiro.
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O ndamero médio de alelos de 2,214 aproxima-se do esperado para a
populacdo. Resultados obtidos para o valor médio da heterozigosidade observada,
heterozigosidade esperada e do indice fixacdo indicam um leve excesso de
heterozigotos. A andlise bayesiana permitiu a distingdo do progenitor P. setacea, o
genitor hibrido interespecifico, genitor P. edulis e os gendtipos RC1, alocando-os
em diferentes grupos.

Na analise conjunta das informacdes morfoagronémicas e moleculares,
constatou-se divergéncia na distribuicdo dos gendtipos nos agrupamentos.

Os genotipos 484 e o 312, por terem bom desempenho agronémico, serem
resistentes a virose do endurecimento dos frutos e serem distintos genotipica e
fenotipicamente, sédo indicados para compor futuras etapas do programa de

melhoramento genético do maracujazeiro visando a resisténcia ao CABMV.
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