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RESUMO

OLIVEIRA, Claudia Roberta Ribeiro de; D.Sc.; Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro; Setembro de 2015; RESISTENCIA DE MAMOEIRO A
PINTA-PRETA E VARIABILIDADE GENETICA DE Asperisporium caricae
(SPEG.) MAUBL.. Orientador: Prof. Silvaldo Felipe da Silveira; Conselheiros: Prof.
Messias Gonzaga Pereira e Prof. Goncgalo Apolinario de Souza Filho.

As doencas sdo um dos principais fatores limitantes a produ¢cdo do mamoeiro
destacando-se, no campo, a pinta-preta, causada pelo fungo Asperisporium
caricae, principal doenca fangica foliar. No Brasil, a pinta-preta € comumente
encontrada na maioria das lavouras de mamao, requerendo a aplicagao frequente
de fungicidas. Além de atacar severamente as folhas, incide nos frutos,
predispondo-os a podridées em pdés-colheita, inviabilizando sua comercializacao.
A resisténcia genética é a medida de controle mais indicada para a maioria das
doencas de plantas, porém, no caso da pinta-preta, ndo existem variedades
comerciais resistentes que viabilizem essa pratica, sendo escassos estudos
basicos, etioldgicos e, também, genéticos, tanto por parte do hospedeiro, quanto
do patégeno. Objetivou-se nesse trabalho: i) desenvolver protocolos de cultivo e
multiplicagcéao de inoculo conidial in vitro de A. caricae;
i) caracterizar a variabilidade genética de A. caricae por meio de marcadores
moleculares (ISSR); iii) caracterizar e avaliar o potencial genético de genoétipos
crioulos de mamoeiro para fins de melhoramento visando a resisténcia a doenca.

Para atender ao primeiro objetivo, foram testados, inicialmente, 13 meios de
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cultura solidos e um isolados do fungo, UENF-AC20, incubando-se a temperatura
de 25 °C e fotoperiodo 12 h. Os oito melhores meios para crescimento foram
novamente testados para inducdo de esporulacao in vitro. Para isto, os isolados
UENF-AC6, UENF-AC20 e UENF-AC22 foram transferidos para os meios em
placas de poliestireno de 60 mm de didametro e incubados a temperaturas de 17,
19, 21, 23°C, sob fotoperiodo 12h. A temperatura de 25 °C apenas favoreceu o
crescimento das colbnias, mas ndo a esporulacdo. A melhor temperatura para
esporulacéo de A. caricae foi 19 °C, sob fotoperiodo 12h, nos meios Micophil, V8
e Milho, com avaliacdo feita aos 52 dias de incubacdo. Foi possivel o cultivo in
vitro, tendo sido obtidos conidios em quantidade suficiente para inoculacdo de A.
caricae em mudas de mamoeiro para todos os isolados testados. Visando a
atender ao segundo objetivo: foram testados 27 primers de ISSR, dos quais
somente 2 foram polimorficos, o que ndo foi suficiente para discriminar a
variabilidade genética de 30 isolados monosporicos de A. caricae, procedentes de
6 estados e de diferentes regides do pais. Nao se observou relacdo entre regido
de origem dos isolados e grupos formados pelas analises de agrupamento
UPGMA (Unweighted Pair Group Method With Arithmetic Mean) com base no
complemento do indice de Jaccard. Quanto a avaliacdo dos genotipos crioulos
para resisténcia a pinta-preta, as plantas resultantes passaram por ciclo de
avaliacdo quanto a resisténcia a doenca, apos serem submetidas a inoculacao
natural, em viveiro-telado (sob sombrite 50%). Como gendétipo comparador
resistente, utilizou-se o cv. Maradol. Foi utilizada uma planta por parcela e quatro
plantas (repeticdes) por progénie (tratamentos), as quais foram arranjadas em
delineamento em blocos casualizados. Foram avaliadas a incidéncia da pinta-
preta em folhas, a severidade da doenca na quinta e sétima folha, com auxilio de
duas escalas diagramaticas, bem como a posicao da folha, ao serem iniciados os
primeiros sintomas, contada a partir do apice das plantas. Foi feita analise de
variancia e as médias, comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade. Também foram estimados os parametros genéticos obtidos via
distancia de Mahalanobis dois agrupamentos: UPGMA e método de otimizacao de
Tocher. Observou-se variabilidade genética entre os gendtipos avaliados, com
coeficiente de variacdo genotipico variando de 58,9 a 84,9. Observou-se também,
pelo método UPGMA, que o0s acessos foram separados em seis grupos. As

progénies PMI-1 e PMI-4 foram as mais resistentes, mas ficaram agrupadas
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separadamente (grupos distintos) nos dois métodos de agrupamento. Isto indica
que a expressdo da resisténcia ndo foi constante para todas as variaveis
consideradas no estudo e que ambas as progénies, PMI-1 e PMI-4, podem
contribuir com diferentes mecanismos ou fendtipos de resisténcia, sendo
consideradas promissoras para serem incluidas em programas de melhoramento
genético, como fontes de resisténcia a pinta-preta. As duas progénies
selecionadas obtiveram, numericamente, médias de doenca inferiores ao cv.

Maradol, comparador resistente.



ABSTRACT

OLIVEIRA, Claudia Roberta Ribeiro de; D.Sc.; State University of North
Fluminense Darcy Ribeiro; 2015 September; PAPAYA RESISTANCE TO BLACK
SPOT AND GENETIC VARIABILITY OF Asperisporium caricae (SPEG.) MAUBL.
Adviser: Silvaldo Felipe da Silveira; Committee Members: Messias Gonzaga
Pereira and Goncalo Apolinario de Souza Filho.

The papaya crops in Brazil are strongly attacked by diseases, standing out in the
field black spot (BS), caused by the fungus Asperisporium caricae, main foliar
fungal disease. The BS attack is generalized in most of papaya crops in Brazil,
forcing frequent application of fungicides. The BS attack results on necrotic lesion
on leaves, and on fruits, favoring to rotting during post-harvest phase, making
unfeasible its commercialization. Genetic resistance is the most appropriate BS
control measure, but hindered by a lack of resistant commercial varieties, once
there are few basic etiological and genetic studies on the host and on the
pathogen. This paper aims to i) development of cultivation protocols and for in vitro
conidial inoculum procuction of A. caricae; ii) characterize the genetic variability of
A. caricae by molecular markers (ISSR); iii) characterize and evaluate the genetic
potential of papaya landraces for breeding purposes to improve the genetic
resistance to BS disease. To meet the first objective, 13 culture media and one
isolates, UENF-AC20, were tested under temperature of 25°C and 12 h
photoperiod for incubation. The eight best media for growth were selected after for

in vitro sporulation induction. For this, the isolated UENF-AC6, UENF-AC20 and
Xi



UENF-AC22 were transferred to media in polystyrene plates of 60 mm diameter
and incubated at temperatures of 17, 19, 21, 23°C, under 12h photoperiod. The
temperature of 25 ° C only favored the growth of the colonies, but not the
sporulation. The best temperature for sporulation of A. caricae was 19°C/12 h,
photoperiod in Micophyl, V8 and corn meal medias, with evaluation performed
after 52 d of incubation. It was possible in vitro culture and quantity sufficient of
conidia for inoculation. There was no relationship between the source region of the
isolated and groups based on the UPGMA cluster analysis (Unweighted Pair
Group Method With Arithmetic Mean) with basis on dissimilarity Jaccard index.
The cv. Maradol was used as comparator resistant genotype. One plant per plot
and four plants (repetitions) per progeny (treatments) were arranged in a
randomized block design. The next diseases variable were evaluated: incidence of
BS on leaves, BS severity on the fifth and on the seventh leaves with the aid of
two diagrammatic scales, and the leaf position to show BS initial symptoms,
counted from the plant apex. Analysis of variance and mean comparison test by
Scott-Knott grouping (a = 5%) were proceeded. Genetic parameters were
estimated and obtained via Mahalanobis distance two groupings: UPGMA and
Tocher optimization method. There was detected genetic variability among the
progenies for BS resistance, genotypic coefficient of variation ranging from 58.9 to
84.9. It also observed by the UPGMA method six groups of progenies according
values of BS resistance. PMI-1 and PMI-4 progenies were the most resistant and
have been grouped into different distinct and isolated groups, by both clustering
method. This fact indicates that the strength of the expression is not equal for all
variables considered in the study and that both progenies can contribute with
different mechanisms or resistance phenotypes, being both considered promising
for inclusion in an breeding program for improve BS resistance. The two selected
progenies present averages below the standard BS resistant genotype (CV.

Maradol) for most of the variables studied.
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1. INTRODUCAO

O Brasil € o segundo maior produtor mundial de maméo (FAO, 2013),
sendo os estados da Bahia, Espirito Santo, Ceara e Rio Grande do Norte os
principais produtores nacionais (IBGE, 2013). Notadamente, nas regifes
produtoras de mamadao, a ocorréncia de doencas constitui fator limitante a
producdo (Martins et al., 2012). E a pinta-preta, causada pelo fungo
Asperisporium caricae (Speg.) Maubl. do mamoeiro, destaca-se como a principal
doenca fangica foliar (Rezende e Francelli, 1997).

A agressividade do patdgeno exige controle constante desde o inicio da
epidemia, pois, quando nédo controlada adequadamente, ela pode causar danos a
lavoura e perdas na comercializacdo (Ventura et al., 2003). Perdas na
comercializacdo, decorrentes de frutos contaminados, podem chegar a cerca de
30% (Santos e Barreto, 2003). O controle se baseia, sobretudo, na eliminagéo das
folhas mais velhas infectadas pelo fungo e nas pulverizagbes com fungicidas nas
épocas mais favoraveis a ocorréncia da doenca (Santana, 2004; Nogueira et al.,
2011).

O controle de doencas por meio da resisténcia genética € a forma mais
sustentavel, porém ainda ndo existem variedades comercias que possam ser
recomendadas para esse fim. Varios estudos tém sido desenvolvidos na tentativa
de identificar gendtipos resistentes as principais doencas fungicas foliares (Vivas
et al., 2012; Vivas et al., 2013; Vivas et al., 2014, Vivas et al., 2015). No que se

refere a pinta-preta, Dianese et al. (2007) relatam a existéncia de variabilidade



genética tanto nas folhas quanto nos frutos. Vivas et al. (2012; 2015) avaliaram
progénies crioulas e também detectaram existéncia de variabilidade genética para
a referida doenca. Apesar dos avancos no estudo da resisténcia genética pela
selecédo de hibridos e gendtipos resistente a pinta-preta, estudos voltados para o
patégeno ainda sdo escassos.

O conhecimento da variabilidade genética do patdgeno e da sua viruléncia
bem como das reacdes dos gendtipos de mamoeiro frente a inoculacdo por
diferentes isolados do patdgeno é de grande relevancia para definir a melhor
estratégia de melhoramento, visando a obter variedades com resisténcia duravel.

Estudos genéticos da interacdo patdgeno-hospedeiro requerem cultivo e
producdo de indculo in vitro, para que possam ser conduzidas inoculacdes sob
condicBes controladas de ambiente, para embasar o melhoramento visando a
resisténcia a doenca (Brunelli et al.,, 2006). Porém ndo existem trabalhos
precedentes com 0 objetivo de estabelecer metodologias para producdo de
indculo in vitro de A. caricae para selecionar ou identificar genétipos resistentes.

Dessa forma, nesse trabalho, buscou-se desenvolver metodologias de
cultivo e producdo de inéculo conidial para inoculacéo artificial de A. cariace em
mamoeiro, avaliar a variabilidade genética de A. caricae pelo uso de marcadores

moleculares e identificar fontes de resisténcia genética em germoplasma crioulo.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral:
a) Desenvolver estudos basicos para embasar o melhoramento do mamoeiro

visando ao desenvolvimento de cultivares resistente a pinta-preta.

2.2. Objetivos especificos :

a) Desenvolver protocolos de cultivo e de multiplicacdo de inéculo conidial in
vitro de A. caricae;

b) Estudar a variabilidade genética de A. caricae por marcadores moleculares
ISSR;

c) Caracterizar e avaliar o potencial genético de gendtipos crioulos de

mamoeiro para fins de melhoramento visando a resisténcia a pinta-preta.



3. CAPITULOS

3.1 ESPORULA(}AO in vitro E VARIABILIDADE GENETICA DE
Asperisporium caricae (SPEG.) MAUBL.

3.1.1. INTRODUCAO

O mamoeiro, (Carica papaya L.), € uma das principais fruteiras tropicais
mais consumidas no mundo, sendo seu cultivo predominante em regides tropicais
e subtropicais. Originario das Américas, sua distribuicdo se concentra
principalmente na América Central e bacia Amazonica superior, onde ocorre a
maior diversidade genética (Badillo, 2002).

O mamao ocupa posicao de destaque no cenario da fruticultura nacional,
sendo a sétima fruta in natura mais exportada no pais (Agrianual, 2011).
Entretanto, as doencgas tém sido fator limitante & sua produgéo. Entre os principais
fatores responséaveis pela reducdo da producdo do mamao, pode-se destacar a
pinta-preta do mamoeiro, causada pelo fungo Asperisporium. Caricae (Speg.)
Maubl. (Dantas et al., 2002; Santos Filho et al., 2007; Rezende e Francelli, 1997).

A infeccdo causada pelo A. caricae tem como principal problema a
reducdo da area fotossintética, podendo ter efeito direto na producdo, além de
depreciar o valor comercial do fruto (Adikaram e Wijepala, 1995). A doenca



apresenta expressiva importancia econbmica, provocando danos no
desenvolvimento da planta, por reduzir a superficie fotossintética da folha, em
razdo do grande numero de lesdes necréticas de coloragdo escura. Nos frutos,
embora 0s sintomas sejam superficiais, as lesdes os tornam inadequados a
comercializacdo, predispondo-os a podriddes na pés-colheita (Rezende e Martins,
2005).

A pinta-preta esta disseminada em varias regides do Brasil e do mundo
(Cumagun e Padilla, 2007; Meeboon et al., 2007; Silva, 2010; Souza et al., 2014).

O mamoeiro é caracterizado por apresentar baixa variabilidade genética.
As variedades crioulas podem ser usadas em programas de melhoramento para
ampliar a base genética (Neitzke et al., 2009). O controle de doencas feito por
meio de genotipos resistentes € o mais indicado para a grande maioria das
espécies de plantas (Brunelli et al., 2006). O conhecimento da variabilidade
genética do patdgeno é muito importante para adotar estratégias de controle da
doenca. Entretanto, a variabilidade de A. caricae nao é conhecida.

Os programas de melhoramento visando a resisténcia a pinta-preta tém
enfrentando problemas na tentativa de selecionar/identificar materiais resistentes,
uma vez que nao existem metodologias para producdo de indculo in vitro de
A. caricae. Dessa forma, estudos sobre a influéncia do meio de cultura,
temperatura e luz entre outros fatores sobre o crescimento micelial e a
esporulacdo de A. caricae fazem-se necessarios. Diante do exposto, objetivou-se,
com esse trabalho: a) desenvolver protocolo de cultivo e de multiplicacdo de
in6culo conidial in vitro de A. caricae, agente causal da pinta-preta; b) estudar a
variabilidade genética do fungo A. caricae, isolado de folha de mamoeiro, coletado

em varias regides do pais, por meio de marcadores moleculares.

3.1.2 REVISAO

3.1.2.1. A cultura do mamoeiro

O mamoeiro (Carica papaya L.) € originario da América tropical, de onde foi

disseminado para varias regibes do mundo. Ele pertence a classe das



Dicotyledoneae, ordem Violales, familia Caricaceae, género Carica, espécie
Carica papaya L., a tnica que tem valor comercial (Dantas et al., 2002).

Segundo Badillo (2001), a familia Caricaceae compreende seis géneros e
35 espécies, assim distribuidas: Género Cylicomorpha, com duas espécies;
Jacaratia, com sete espécies; Horovitzia, com uma espécie; Jarilla, com trés
espécies; Vasconcellea, com 21 espécies; e Carica, com uma espeécie.

O mamoeiro, quando cultivado sob regime de sombra, apresenta, entre
outros problemas, reducdo do tamanho da planta, da area foliar e da producéo.
Sua produtividade pode ser ainda bastante comprometida quando cultivado em
temperaturas acima de 30°C. Dessa forma, a planta apresenta para seu bom
crescimento preferéncia por regibes de temperaturas amenas, sendo a faixa 6tima
entre 22°C e 26°C (Dantas e Castro Neto, 2000).

O numero de gendtipos cultivados nas principais regiées produtoras é
limitado a 4 cultivares, pertencendo a dois grupos: Solo e Formosa. No grupo
Solo, as cultivares Golden e Sunrise solo, e no grupo Formosa, Calimosa e
Tainung 01 sdo as mais cultivadas. As cultivares do grupo Solo tém maior
endogamia, seus frutos sdo pequenos, com aproximadamente 0,35 a 0,70 kg,
sendo destinados parte para o mercado interno, mas, principalmente, para o
mercado externo. As principais cultivares do grupo ‘Formosa’ sao gendétipos
hibridos. Suas sementes sédo importadas e produzem frutos de maior tamanho,
normalmente, apresentado mais de 1,0 kg, sendo destinados, sobretudo, ao
mercado interno (Serrano e Cattaneo, 2010). Os municipios de Pinheiros - ES,
Prado - BA e Porto Seguro - BA sdo os maiores produtores de mamao do grupo
‘Formosa’ (principalmente o hibrido importado ‘Tainung 01’). Linhares - ES e
Sooretama - ES sdo os maiores produtores de mamao do grupo ‘Solo’
(principalmente ‘Golden’ e ‘Golden THB’ para exportagéo e ‘Sunrise Solo’ para o
mercado nacional) (Serrano e Cattaneo, 2010).

No cultivo de mamoeiros hibridos do grupo ‘Formosa’, em cada plantio, 0
produtor necessita adquirir novas sementes, fato que eleva o custo de produgéo
(Serrano e Cattaneo, 2010). Entretanto, esse cenario foi mudado com o
langamento do hibrido Uenf/Calima 01. E Em 2010, O Instituto Capixaba de
Pesquisa, Assisténcia Técnica e Extensdo Rural (INCAPER) lancou a cultivar
‘Rubi INCAPER 511’, pertencente ao grupo ‘Formosa’, de polinizacado aberta,

possibilitando aos produtores produzir suas proprias sementes. Em diversas



avaliagdes, a cultivar ‘Rubi INCAPER 511 apresentou produtividade e qualidade
de frutos semelhantes ao principal genétipo de mamoeiro ‘Formosa’ cultivado no
Estado, o hibrido ‘Tainung 01’, frutos com casca de coloragao verde-escura, polpa
vermelho-alaranjada, peso médio de 1,47 kg, polpa suave e sdlidos soluveis totais
de 10,2°Brix

A producédo do maméao no mundo representa 10% da producdo mundial de
frutas tropicais, o que equivale a 8 milhdes de toneladas, das quais 39% sé&o
produzidas na América Latina e Caribe (FAO, 2013). No Brasil, em 2008, foram
produzidas 1,9 milh&do de toneladas em 36,5 mil hectares, com valor da producgéo
estimado em R$ 1 bilhdo (IBGE, 2011). Brasil, México, india e Nigéria destacam-
se como 0s maiores produtores mundiais. Juntamente com México, Malasia e
Estados Unidos, o Brasil se situa entre 0s principais paises exportadores de
mamao, principalmente para o mercado europeu (Souza, 2007). No Brasil, os
principais produtores sdo os Estados da Bahia (902 mil toneladas), Espirito Santo
(630 mil toneladas), Rio Grande do Norte (106 mil toneladas) e Ceara (100 mil
toneladas). A Bahia e o Espirito Santo somam 70,3% dos cultivos nacionais de
mamao (Agrianiual, 2011). No quesito exportacdes, o Estado do Espirito Santo
responde por 50% do total (Serrano e Cattaneo, 2010).

A fruta é bastante cultivada e consumida, tanto pelo seu sabor agradavel
guanto pelo seu valor nutritivo e pelas suas varias propriedades farmacolégicas
(Oliveira e Vitéria, 2011). A fruta madura € fonte de célcio, excelente fonte de
vitaminas A e C e auxilia no processo digestivo. Embora seu consumo seja quase
completamente na forma in natura (Souza et al., 2005), a fruta do mamoeiro pode
ser consumida cristalizada, seca ou em sucos. O fruto verde é usado na producéo
de papaina, uma enzima proteolitica utilizada nas industrias téxteis, farmacéutica

e de alimento (Dantas, 2000).

3.1.2.2. Pinta-preta do mamoeiro

Entre as principais doencas fungicas foliares que atacam o mamoeiro,
pode-se destacar a pinta-preta, causada pelo fungo A. caricae.
A pinta-preta do mamoeiro € uma das doencas fangicas mais importantes

da cultura, ocasionando perdas consideraveis na producdo. A despeito da



importancia da doenca, estudos etioldgicos basicos sdo escassos. E causada
pelo fungo A. caricae e se caracteriza por apresentar estroma subepidérmico com
60 x 200 mm; conidiéforos fasciculados, eretos e septados; conidios piriformes ou
oblongos, escuros, quinulados e bicelulares (Rezende e Francelli, 1997).

Os sintomas ocasionados pelo fungo podem ser observados tanto nas
folnas quanto nos frutos. As folhas do mamoeiro, quando infectadas por este
fungo, apresentam sintomas caracteristicos na face superior como manchas
normalmente circulares, pequenas, de coloracdo pardo-clara, circundadas por um
halo amarelo, tornando-se, posteriormente, necréticas. Na face inferior, na regiao
correspondente a lesdo, ha formacdo da frutificacdo escura e pulverulenta do
fungo. Nos frutos, os sintomas podem se manifestar quando ainda pequenos e
verdes (Rezende e Martins, 2005). Além disso, a doenca pode depreciar o valor
comercial do fruto e favorecer a infeccao por patdégenos pdés-colheita (Ventura et
al., 2003).

Em 2000, no Estado da Bahia, em uma Unica propriedade, a pinta-preta do
mamoeiro tornou impropria para comercializacdo cerca de 1000 t de frutos
(Liberato e Zambolim, 2002). Ja em S&o Paulo, em decorréncia de frutos
contaminados, as perdas na comercializacdo atingiram cerca de 30% da
producdo (Santos e Barreto 2003). Como consequéncia da doenca, pode haver
diminuicdo da area fotossintética, reduzindo a producao, e também pode resultar
na queda prematura dos frutos quando infectados ainda jovens (Adikaram e
Wijepala, 1995). Folhas muito atacadas pela doenca tendem a senescer mais
rapidamente e caem no chdao, constituindo fonte de indculo para novas infeccées
(Adikaram e Wijepala, 1995).

A ocorréncia do fungo A. caricae infectando plantas de mamoeiro
(C. papaya L.) é relatada em diferentes regibes do Brasil e do mundo.
A ocorréncia desse fungo em mamoeiro foi descrita pela primeira vez nas
Filipinas (Cumagum e Padila, 2007), Tailandia (Meeboon et al., 2007) e Sri Lanka
(Adikaram e Wijepala,1995). No Brasil, a doenca foi descrita pela primeira vez por
Maublan em 1913, no Rio de Janeiro. E desde entdo, sua ocorréncia vem sendo
descrita em varios Estados do pais, como Minas Gerais, Espirito Santo, Sao
Paulo, Santa Catarina, Bahia (Silva, 2010), Rio Grande do Norte e, mais
recentemente, no Estado do Amazonas (Souza et al., 2014). Acredita-se que este

fungo ocorra praticamente em todas as regides do Brasil onde se produz mamao



(C. papaya L.), causando perdas qualitativas e quantitativas a producéao e seérios
prejuizos aos produtores.

Suzuki et al. (2007), estudando o progresso de doencas fungicas e
variaveis climaticas em mamoeiro, observaram que o desenvolvimento da pinta-
preta é favorecido por temperaturas variando entre 25° C e 30° C e umidade
relativa variando de 80% a 100%. Além disso, o ponto maximo da intensidade da
doenca ocorreu de novembro a margco. Segundo Adikaram e Wijepala (1995), a
doenca € mais severa nos periodos umidos. Além da pluviosidade, existe alta
correlacao entre incidéncia da doenca e umidade relativa do ar (Martelleto et al.,
2009). Na época das chuvas, quando os sintomas da doenca tendem a se
intensificar, recomenda-se o controle imediato por meio de pulverizacdo com
fungicidas (Zambolim et al., 2006).

Dependendo da regido e das condi¢cbes climaticas, séo exigidas,
normalmente, pulverizagbes semanais de fungicidas para um controle eficiente da
pinta-preta. Porém, as pulverizacbes podem ser reduzidas se forem feitos o
monitoramento e as aplicacdes em épocas favoraveis, com base nos dados de
clima (Santos Filho et al., 2007; Oliveira et al., 2009).

Na literatura, ndo ha relatos de gendétipos de mamoeiro (C. papaya L.)
imunes a pinta-preta. Dessa forma, as principais medidas de controle da doenca
sdo: eliminacdo de fontes de inéculo e aplicacdo de fungicidas. Trabalhos tém
sido desenvolvidos para investigar a eficiéncia de diferentes fungicidas no
controle da pinta-preta (Barreto et al., 2011; Nogueira et al., 2011). Entretanto,
além de a aplicacdo de fungicida ser uma pratica onerosa, causa danos ao meio
ambiente e ao ser humano e, dependendo da quantidade encontrada no fruto,
podera inviabilizar sua comercializacdo no pais e sua exportacdo, uma vez que
tem sido exigida comprovacdo da qualidade das frutas por meio de certificacao
mediante controle e fiscalizagdo permanente de toda cadeia produtiva no pais
produtor e exportador. Por outro lado, estudos tém sido desenvolvidos como
alternativa para o controle dessa doenca, como, por exemplo, o uso de indutores
de resisténcia (Dianese et al., 2008).

A utilizacdo de genotipos resistente é a forma mais eficiente e desejada
para o controle dessa doenca. Embora ndo haja relatos de gendtipos de

mamoeiro imunes a pinta-preta, alguns trabalhos comprovam a existéncia de
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variabilidade genética quanto a resisténcia para esta doenca (Vivas et al., 2011;
Vivas et al., 2012).

Dianese et al. (2007), avaliando a reacdo, em condi¢cfes de telado, dos
genotipos NT Red’, ‘Golden’, ‘Baixinho de St. Amalia’, ‘Sunrise Solo’, ‘Cross
Paris’, ‘“Tailandia Verde’, ‘Tailandia Roxo’, ‘Tailandia Roxao’, ‘Sekati’ e ‘Tainung-1’
a pinta-preta, observaram que o gendtipo ‘Sekati’ foi o que apresentou menor
valor médio final para severidade da pinta-preta nas folhas, enquanto ‘Golden’ e
‘NT Red’ apresentaram os maiores valores. Ja nos frutos, além do ‘Sekati’, os
melhores valores foram apresentados pelos gendtipos ‘Tailandia Roxao’ e
‘Tailandia Verde’ e, os piores valores, pelos genoétipos ‘Tailandia Roxo’, ‘Cross
Paris’ e ‘Sunrise Solo’.

Vivas et al. (2011), em estudos voltados para orientacdo de futuros
cruzamentos visando a resisténcia a doenca, inclusive para pinta-preta,
empregando o uso de testadores, identificaram que os melhores cruzamentos
derivaram do cruzamento do testador ‘JS 12’ com ‘Sunrise Solo’ e ‘Kapoho Solo
PV’, do testador ‘Americano’ com ‘Caliman M5’, ‘Sunrise Solo’, ‘Baixinho de Santa
Amalia’ e ‘Waimanalo’, e do testador ‘Maradol’ com ‘Caliman G’, ‘Caliman AM’ e

Vivas et al. (2010) elaboraram e validaram uma escala diagramética com o
objetivo de avaliar a severidade de pinta-preta em frutos de mamoeiro. Segundo
0s autores, a escala permite a analise de levantamento de campo, estudos de
progresso e disseminagcdo da doenca e a realizacdo de controle da doencga nos
frutos em pré e pds-colheita.

Segundo Moraes et al. (2011), a vulnerabilidade de gendétipos de
mamoeiro a doenca ocorre em razdo da baixa variabilidade genética dos
materiais e da continuidade temporal e espacial dos cultivos. Dessa forma, tém
sido buscadas alternativas para ampliar e estudar a variabilidade da espécie
resistente a pinta- preta do mamoeiro (Vivas et al., 2012).

A obtencdo do patdégeno em cultura pura é essencial em estudos de
morfologia, taxonomia, reproducdo e fisiologia, bem como em testes de
patogenicidade, resisténcia genética de plantas e sensibilidade a fungicidas.

A metodologia de isolamento do patdgeno é uma etapa de extrema
importancia para o estudo e cultivo do patégeno. Wolcam et al. (2006) usaram
algumas metodologias para isolar Asperisporium alstroemeriae, entretanto,

apenas uma delas deu certo, e o0 fungo assim como A. caricae se
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desenvolveram lentamente. Porém, para obter esporulacdo de A. alstroemeriae,
cultivado in vitro, o tempo € bem mais reduzido, entre 20 a 25 dias. As col6nias
com 35 dias de incubacdo apresentaram apenas 3 mm de diametro e com 4
meses apresentam 8 mm de diametro. Este fungo, em condi¢cdes de casa de
vegetacao, consegue esporular com temperaturas entre 17 e 23 °C.

A grande maioria dos estudos fitopatolégicos requer o cultivo do patdgeno,
sobretudo, para producdo de propagulos infectivos, necessarios ao estudo de
taxonomia e genética. Dessa forma, condigcbes ambientais como meio de cultura,
temperatura, luz, aeracdo e idade das colbnias utlizadas s&o fatores
determinantes para crescimento e esporulacdo desses microrganismos.
Diferentes combinacfes de meio de cultura e temperatura sdo usadas para
esporulacdo de diferentes espécies de fungos fitopatogénicos (Carnauba et al.,
2007; Pulz e Massola, 2009). Segundo Brunelli et al. (2006), a temperatura e a
luminosidade estdo entre os principais agentes fisicos capazes de induzir ou inibir
o desenvolvimento vegetativo e reprodutivo da maioria dos fungos.

Grande parte dos fungos hifomicetos, patdgenos foliares -cultivaveis,
esporulam in vitro em meios de decoccdo de vegetais e em meio V8 ou BDA, no
periodo de 1 a 2 semanas, entre eles Cercospora spp (Brunelli et al., 2006;
Koshikumo, 2011;), Alternaria dauci e Alternaria solani (Pulz e Massola, 2009).
Entretanto, no caso de fungos do género Asperisporium, os Unicos trabalhos que
mencionam esporulacao relatam que esse periodo pode variar de 3 semanas a 4
meses e meio (Wolcam et al., 2006; Minnis et al., 2011 e Silva, 2010)

Para a maioria das culturas e espécies de plantas cultivadas, recomenda-
se que o controle de doencas seja feito por gendtipos resistentes (Brunelli et al.,
2006). Porém, no caso de doencas causadas por fungos foliares, a dificuldade de
cultivo e a producéo de inéculo in vitro do patégeno limitam os estudos basicos na
identificacdo de gendtipos resistentes (Camera et al.,, 2014). Por isso, 0
entendimento dos requerimentos nutricionais e ambientais que influenciam o
crescimento e a esporulacdo destas espécies € de grande importancia (Griffin,
1994; Brunelli et al., 2006).

Os programas de melhoramento visando a resisténcia a pinta-preta na
cultura do mamoeiro tém enfrentado grandes dificuldades na tentativa de
selecionar/identificar materiais resistentes, uma vez que ainda ndo estao

estabelecidas metodologias para produgdo de in6culo in vitro de A. caricae. A
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literatura disponivel sobre a biologia do fungo A. caricae € escassa, a maioria dos
trabalhos se limitando a aplicacdo de fungicida e a avaliacdo de gendtipos em
condicbes de campo, sob inoculacdo natural (Dianese et al., 2008; Vivas, 2009;
Vivas et al.,, 2012). A limitacdo de trabalhos em condi¢cbes de laboratério com
esse patossistema se deve a dificuldades do isolamento, manutencéo e
esporulacdo dos isolados (Silva, 2010; Minnis et al. 2011). Estudos sobre a
influéncia do meio de cultura, temperatura, comprimento de onda da luz utilizada
entre outros fatores sobre o crescimento micelial e a esporulacdo de A. caricae
fazem-se necessarios. Ademais, fungos sdo pleomorficos, e as exigéncias de
cultivo variam em funcdo das fases, se vegetativa (crescimento micelial) ou se
reprodutiva (esporulacdo). O conhecimento das exigéncias do microorganismo
guanto a temperatura 6tima de crescimento € fundamental para otimizacéo do seu
cultivo in vitro. (Zauza et al., 2007). Entretanto, a esporulacdo, muitas vezes, €&
produzida sob condi¢cdes adversas ao crescimento vegetativo (Dhingra e Sinclair,
1994).

Apesar da ampla distribuicdo da pinta-preta do mamoeiro, a variabilidade
genética do patdgeno ndo € conhecida. O conhecimento da variabilidade genética
da populacdo do patégeno é um importante elemento para os programas de
melhoramento genético de plantas que visam a resisténcia a doenca, pois gera
informacéo sobre o nivel e a distribuicdo da variabilidade genética dos isolados
existentes em uma populacdo ou regido. Popula¢cdes de fungos com alto nivel de
diversidade genética séo dificeis de ser controladas via resisténcia genética, uma
vez que podem rapidamente produzir novas racas fisiolégicas virulentas na planta
dita resistente. A quantificacdo da diversidade genética de fungos patogénicos
auxilia no planejamento de estratégias de selecdo e de melhoramento mais
eficazes que venham a maximizar a vida util da resisténcia genética (Carlier et al.,
2003).

As ferramentas moleculares tém auxiliado no estudo de diversidade
genética em nivel de DNA. Diferentes marcadores moleculares tém sido utilizados
para detectar variabilidade genética em diferentes espécies de fungos (Rivas et
al., 2004; Groenewald et al.,, 2007; Cardoso e Wilkinson, 2008; Halkett et al.,
2010; Roberts et al., 2010; Bentes e Costa Neto, 2011, Silva et al., 2010). Os
marcadores ISSR (Inter Simple Sequence Repeats) amplificam a sequéncia de

DNA, delimitada por duas regides microssatélites, orientadas em dire¢cdes opostas
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(Reddy et al., 2002). Comportam-se como marcadores dominantes, seguindo o
padrao de heranca mendeliana simples (Gupta et al., 1994). Tem como vantagem
nao requerer informacado prévia da sequéncia de DNA do organismo em estudo.
Variabilidade genética em algumas espécies do género de Mycosphaerella tem
sido detectada por marcadores ISSR (Pereira et al., 2010; Simén et al., 2012).
Entretanto, o emprego de marcador molecular no estudo da variabilidade genética

de A. caricae até o presente nao foi encontrado na literatura

3.1.3 MATERIAL E METODOS

3.1.3.1. Obtencédo e manutencdo de culturas monospadricas de A. caricae

Os isolados monospéricos de A. caricae foram obtidos por meio de
isolamento direto a partir da germinagdo de um unico conidio. Para tanto, folhas
de mamoeiro, verdes e dessecadas, apresentando sintomas de pinta-preta e com
auséncia de hiperparasitas, foram coletadas em diferentes regides do pais, a
saber: Bahia, Rio Grande do Norte, Rio de Janeiro, Espirito Santo, Minas Gerais e
Séao Paulo, totalizando 30 coletas, que resultaram nas culturas puras (Tabela 1).
As coletas foram feitas entre agosto de 2012 e dezembro de 2013.

Para o isolamento monospdrico, foi adicionada, com auxilio de uma pipeta,
uma gota de agua destilada estéril na lesdo presente na folha a fim de diluir a
concentracdo de esporos. Essa gota contendo os esporos foi ressuspendida e
transferida para um frasco de injecdo contendo mais agua destilada estéril. A
diluicdo prosseguiu até o ponto em que foi possivel verificar o isolamento de um
anico conidio. Apoés a diluicdo, algumas gotas da solucéo foram transferidas para
laminas de microscopia revestida por uma fina camada de agar a 2% e, em
seguida, espalhadas com auxilio de uma espétula de Drigalsky. As laminas foram
colocadas dentro de placas de Petri e levadas para BOD com temperatura
25+£1°C, por um intervalo de 24 a 48 horas, para germinacdo dos conidios.
Posteriormente, com auxilio da microscopia optica, transferiu-se um Unico conidio

germinado para tubos de ensaio contendo meio de cultura BDA.
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As culturas foram mantidas em tubos de ensaio, incubadas em camera de
crescimento (BOD) a 25+1°C, com regime de 12h/luz/escuro, com réplicas
mantidas a temperatura ambiente entre 23 a 27 °C. Com aproximadamente 45
dias apos os isolamentos, foram feitas as repicagens dos fungos, dos tubos para
placas de Petri contendo BDA. Para preservacao das culturas monospadricas
obtidas, as col6nias foram mantidas em tubos de ensaio contendo BDA e, sempre
gue necessario, repicadas, periodicamente, para placas de Petri e para novos

tubos contendo o mesmo tipo de meio de cultura.

Tabela 1. Relacdo dos isolados monosporicos de A. caricae e procedéncia das
amostras foliares utilizadas na obtencdo das culturas puras. Campos dos
Goytacazes, UENF, 2015.

Isolados Genotipo Procedéncia/Ano
Nordeste
UENF-AC1 H26-60 Cruz das Almas/BA/2013
UENF-AC2 H33-45 Cruz das Almas/BA/2013
UENF-AC3 H36-56 Cruz das Almas/BA/2013
UENF-AC4 L10 Cruz das Almas/BA/2013
UENF-AC5 L26 Cruz das Almas/BA/2013
UENF-AC6 Tainnung Mossor6/RN/2013
UENF-AC7 Golden Mossor6/RN/2013
Sudeste
UENF-AC8 N&o identificado Alegre/ES/2012
UENF-AC9 N&o identificado Blzios/RJ/2013
UENF-AC10 N&o identificado Cachoeiro de Macacu/RJ/2012
UENF-AC11 Nao identificado Colatina/ES/2012
UENF-AC12 N&o identificado Duque de Caxias/RJ/2013
UENF-AC13 Golden Linhares/ES/2012
UENF-AC14 N&o identificado Ibiragu/ES/2013
UENF-AC15 Nao identificado Itaocara/RJ/2012
UENF-AC16 Nao identificado ltuverava/SP/2013
UENF-AC17 N&o identificado Janauba/MG/2013

UENF-AC18 JS 12 Linhares/ES/2013
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Tabela 1, Cont.

Isolados Genotipo Procedéncia/Ano
UENF-AC19 N&o identificado Mimoso/ES/2012
UENF-AC20 N&o identificado Rincdo/SP/2013
UENF-AC21 N&o identificado Alegre/ES/2012
UENF-AC22 N&o identificado Rio Bonito/RJ/2013
UENF-AC23 N&o identificado Mimoso/ES/2012
UENF-AC24 N&o identificado Roseira da Limeira/MG/2013
UENF-AC25 N&o identificado Campos dos Goytacazes/RJ/2013
UENF-AC26 N&o identificado Mimoso/ES/2012
Sudeste
UENF-AC27 Tainnung Linhares/ES/2013
UENF-AC28 19 Linhares/ES/2013
UENF-AC29 SS 72/12 Linhares/ES/2013
UENF-AC30 Golden Campos dos Goytacazes/RJ/2013

3.1.3.2. Inducé&o do crescimento e esporulacéo de A. caricae

3.1.3.2.1. Ensaio 1. Selecdo de meios de cultura para o crescimento micelial

de A. caricae

Foram testados 13 meios de cultura para promover o crescimento micelial de
A. caricae: agua de coco (AC); aveia + folha de maméo (AFM); beterraba; batata
+ dextrose + agar (BDA); cenoura; batata + cenoura + agar (BCA); extrato de
tomate (ET); extrato de tomate + folha de maméao (ETFM); folha de maméo +
casca de mamao (FMCM); micophil; milho; cenoura + batata + beterraba (CBB) e
V-8; (Tabela 2). O isolado utilizando foi UENF-AC20. O delineamento utilizado foi
em blocos inteiramente casualizados com 4 repeticdes.

Fragmentos miceliais do isolado UENF-AC20 foram transferidos para tubos
de microcentrifuga (1,5 mL) esterilizados, contendo agua destilada estéril e
estreptomicina (Johnston e Booth, 1983) e, em seguida, macerados com auxilio
de pistilo. Os fragmentos miceliais macerados foram espalhados nas placas de

Petri de plastico (90 mm) nos diferentes meios de cultura citados acima.
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Observou-se, ap6s 40 dias de incubacdo, o crescimento das colbnias, nos

diferentes meios de cultura.

Tabela 2. Meios de cultura e suas composi¢coes para promocao do crescimento
de A. caricae. Campos dos Goytacazes, UENF, 2015.

Meio de cultura

Composicao

1-Agua de coco (AC)

2-Aveia + folha de maméo (AFM)

3-Beterraba

4- Cenoura + batata + beterraba
(CBB)

5-BDA

6-Cenoura

7-Batata +Cenoura+ Agar (BCA)

1000 ml de 4gua de coco natural
20 g de dextrose

17 de agar

60 g de aveia

45 g de folha de mamao
20 g de dextrose

17 de agar

1000 ml de 4gua destilada*
200 g de beterraba

20 g de dextrose

17 g de agar

1000 ml de 4gua destilada*
100 g de batata

100 g de cenoura

100 g beterraba

20 g de dextrose

17 de agar

1000 ml de 4gua destilada*
200 g de batata

20 g de dextrose

17 g de agar

1000 ml de 4gua destilada*
200 g de cenoura

20 g de dextrose

17 g de agar

1000 ml de 4gua destilada*

100 g de cenoura
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Meio de cultura

Composicao

8-Extrato de tomate (ET)

9-Extrato de tomate + folha de

mamao (ETFM)

10-Folha de maméao + casca de

mamao (FMCM)

11- Milho

12-Micophil

13-Suco de
Campbell’s (V-8)

vegetais

V8

100 g de batata

20 g de dextrose

17 g de agar

1000 ml de 4gua destilada*
200 ml de extrato de tomate
3 g de CaCO3

1000 ml de 4gua destilada*

200 ml de extrato de tomate

40 g de folha

3 g de CaCO3

20 g de dextrose

17 g de agar

1000 ml de 4gua destilada*

40 g de folha de maméao

130 g casca de mamao

20 g de dextrose

17 g de agar

1000 ml de 4gua destilada*
30 g de fuba

20 g de dextrose

17 g de agar

1000 ml de 4gua destilada*
30 g de extrato farelo de soja
20 g de dextrose

17 g de agar

1000 ml de 4gua destilada*
200 ml de suco V8

3 gde CaCO3
17 g de agar
1000 ml de 4gua destilada*

* = Quantidade suficiente para completar 1000 ml de agua destilada
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As culturas em placas foram mantidas em cémara de crescimento a
25°+1C, com fotoperiodo 12 h luz/12 h escuro, por um periodo de 40 dias. Apés a
identificacdo dos melhores meios para promoc¢ao do crescimento micelial, ou seja,
0S meios em que o fungo conseguiu crescer, foram feitos novos ensaios na
tentativa de promover a esporulacdo, ja que, inicialmente, nas condi¢cbes

testadas, ndo houve conidiogénese.

3.1.3.2.2. Ensaio 2. Determinacdo da temperatura 6tima de incubacao para

esporulacéo de A. caricae

3.1.3.2.2.1. Meios so6lidos

Identificados os melhores meio de cultura para o crescimento micelial de
A. caricae, foram testadas as seguintes temperaturas de incubacédo: 17, 19, 21 e
23 °C. Nesta etapa, foram avaliados os seguintes meios de cultura sélidos: agua
de coco (AC); aveia + folha de mamao (AVFM); batata + dextrose + agar (BDA),
V-8; micophil; milho; cenoura + batata + beterraba (CBB); folha de maméao +
casca de mamao (FMCM) e os isolados UENF-AC6, UENF-AC20 e UENF-AC22
do patégeno.

Os isolados utilizados foram provenientes de diferentes regifes a fim de se
detectar variagdo quanto as exigéncias térmicas para seu crescimento e
esporulacdo. Foram utilizadas culturas velhas, com cerca de aproximadamente
dois meses, mantidas em placas de Petri com BDA. Fragmentos miceliais dos
diferentes isolados foram transferidos separadamente para dentro de tubos de
microcentrifuga esterilizados, contendo agua destilada estéril e estreptomicina
(Johnston e Booth, 1983), em seguida, macerados com auxilio de um pistilo. O
macerado (400 pl) foi espalhado com auxilio de alca de Drigalsky em placas de
Petri de poliestireno (60 mm de diametro), contendo 0s meios de cultura citados
acima. O experimento foi delineado em blocos casualizados e analisado em
esquema fatorial (8 meios x 4 temperaturas x 3 isolados), com 4 repeticdes, cada

repeticdo formada por quatro placas

Avaliaram-se, apos 52 dias de incubacdo, a coloracdo das colbnias e a

quantidade de esporos produzidos em cada placa. Para isso, adicionaram-se 2
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mL de agua destilada estéril, acrescidos de 1 gota (20ul) de Tween 20 as placas
de Petri. As placas foram mantidas em repouso por 15 min e, em seguida, foi
feita a raspagem com o auxilio de um pincel de cerdas macias para
desprendimento dos esporos. Procedeu-se a contagem de esporos no

hemacitbmetro.

3.1.3.2.2.2. Meios liquidos

Os meios 2, 4, 5, 10, 11, 12 e 13 da Tabela 2, além dos meios com extrato
de folha seca de maméo — (EFS) e Czapec, todos sem a adi¢do do agar, foram
utilizados na tentativa de induzir a esporulacdo de A. caricae em meio na forma
liquida. O meio EFS foi composto por 10 g de folha seca de mamao triturada, 10 g
de dextrose e 500 ml de 4gua destilada. E o meio Czapec foi composto por: 30 ¢
de sacarose; 2 g de NaNO3; um 1 g de KH2PO4; 0,5 de MgS04.7H20; 0,5 g de
kCL; 0,01 g de FeS0O4.7H20; 15 g de agar; e 1000 ml de 4gua. Neste ensaio, foi
utilizado o isolado UENF-AC23..

3.1.3.2.3. Ensaio 3. Influéncia da temperatura na esporulacéo de A. caricae

Os isolados UENF-AC1, UENF-AC2, UENF-AC1l1l, UENF-AC12, UENF-
AC15, UENF-AC20 e UENF-AC30 foram cultivados por cerca de dois meses em
duas condicbes de incubacdo: (1) em BOD, a 19°C, com fotoperiodo 12 h;
(2) sob bancada, com temperatura variando de 30 a 32°C, sob iluminagdo do
laboratoério (luz branca-fria fluorescente). Utilizou-se delineamento inteiramente
casualizado, com 2 placas para cada isolado e tratamento. Avaliou-se, além da
producdo de conidios, o efeito da incubacdo na morfologia, coloracdo das

coldnias em meio BDA..

3.1.3.3. Variabilidade genética de A. caricae por marcadores moleculares
ISSR

3.1.3.3.1. Extrac&o do DNA

Os 30 isolados monosporicos utilizados na extracdo foram cultivados em

meio BDA a 25°C por 20 dias. O DNA gendmico de cada isolado foi extraido



20

usando o kit Wizard Genomic DNA Purification, segundo Pinho et al. (2012; 2013).
O DNA foi quantificado no espectrofotometro Nano Drop® 2000c (Thermo
Scientific®). Foram avaliadas a concentragdo e a qualidade do DNA em gel de
agarose a 1%, utilizando o marcador High DNA Mass Ladder da Invitrogen,
corada com a mistura de Blue Juice 6X com GelRed™, na proporcéo de 1:1. As
imagens foram visualizadas pelo sistema de fotodocumentacdo MiniBis Pro (Bio-
Imaging Systems). Padronizou-se a concentracdo do DNA para 5ng/ul em todas
as amostras, que foram armazenadas a -20 °C.

As reacdes de amplificacdo de DNA foram feitas em um volume final de 13
UL por reacdo, contendo 6,58 uL de &gua ultrapura, 1,3 pL de tampé&o de reagéo
10X, 0,5 pL de MgCl, a 50mM, 1,5 pL de dNTP a 2mM, 1 yL de primer a 5 UM,
0,12 uL de Tag DNA polimerase (5U/uL) e 2 uL de DNA (5 ng/uL). Foi utilizado
um programa de 40 ciclos, segundo as condicdes de temperaturas e tempo que
seguem: 94°C durante 4 min (desnaturacédo inicial do DNA); 94°C por 1 min
(desnaturacédo ciclica), temperatura especifica de anelamento de cada iniciador
em °C, por 1 min (anelamento); 72°C por 3 min (extensdo ciclica) e,
posteriormente, 72°C por 7 min (extenséo final). Os primers foram submetidos a
um gradiente de temperatura para identificar a melhor temperatura de

amplificacéo (Tabela 3)

Tabela 3. Temperaturas de anelamento usadas para cada primer de ISSR.
Campos do Goytacazes, UENF, 2015.

Temperatura Primers

de
anelamento
4900 (CT)eRG; (GA)SC; (AG)sYA; (GACA)4; (GGAT)s; (AG)sT; (CAC)s;
(GGAT)3; (ATG)6G; (AG);GC; (GAA)g;
44°C (GAGA)6CC; (CAC)sGC
46°C (GT)sCC; (GGAT)3GA; (ATC)6C; (CT)sA; (GA)BYC
48°C (AC)sCT; (AG)sYC
50°C (AG)sYT; (GAA)AA; (ATC)s; (GGGGT)3G

520C (AC)sCG; (AG)sC; (GA)sYG.
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3.1.3.3.2. Selecéao dos Iniciadores

A principio, foi feita uma triagem com 40 primers. Destes, 27 primers foram
selecionados por apresentarem boa amplificacéo, a saber: (GAGA)sCC; (GT)sCC;
(CAC)3GC; (AG)sYT; (AC)sCG; (AC)sCT; (CT)sRG; (GGAT)3GA; (GAA)AA,
(GA)sC; (AG)sYC; (AG)sYA; (GACA)s; (GGAT)s; (AG)sC; (AG)sT; (CAC)s;
(GGGGT)3G; (GGAT)s; (ATC)s; (ATC)sC; (ATG)6G; (AG);GC; (CT)sA; (GAA)s;
(GA)BYC e (GA)sYG. Os primers (GACA), e (CAC)? ja haviam sido utilizado para
estudo de variabilidade em espécies do género Mycosphaerella (Castilo e Simén,
2010; Pereira et al., 2010). Os demais primers foram escolhidos de forma
aleatéria na colecao de primer do laboratorio de melhoramento e genética vegetal
da UENF.

Para analise do padrdo de bandas, o produto de amplificacéo foi submetido
a eletroforese a 90 V, em gel de agarose 2%, imerso em tampdo TAE [Tris-
Acetato 90 mM (pH8,0) + EDTA 10 mM]. O gel foi corado com GEL REDTM e
visualizado pelo sistema de fotodocumentacdo MiniBis Pro (Bio-lImaging
Systems). Para determinar o tamanho dos fragmentos amplificados, foi utilizado o
marcador Gene Ruler 50pb DNA Ladder (Thermo Scientific).

3.1.3.4. Andlises Estatisticas
3.1.3.4.1. Producéo de conidios por placa

Foi feita andlise de variancia para numero de esporos/placa de
A. caricae, com o auxilio do programa SAS. A média e o desvio padrdao foram

calculados pelo Excell.

3.1.3.4.2. Variabilidade genética de A. caricae por marcadores moleculares
ISSR

Para a andalise molecular, os resultados das amplificagbes foram
codificados na forma de uma matriz binaria (O=ausente, 1=presente), que, por sua
vez, foi utilizada para calcular a matriz de dissimilaridade, expressa pelo
complemento aritmético do indice de Jaccard. Com os dados da matriz, foi feito o
agrupamento dos individuos pelo método hierarquico aglomerativo UPGMA

(Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Means). A analise de
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agrupamento foi feita segundo as matrizes de distancia genética, obtidas do
programa GenAlEx (Peakall e Smouse, 2012), utilizado-se o programa MEGA

versao 6 (Tamura et al., 2011).

3.1.4. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1.4.1. Inducé&o do crescimento e esporulacéo de A. caricae

A metodologia utilizada permitiu confirmar o crescimento micelial lento dos
isolados de A. caricae in vitro, conforme citado por Chambers e Rijkenberg (1987)
e Silva (2010). As colbnias apresentaram crescimento estromatico, de
consisténcia dura e dificeis de serem fragmentadas quando repicados e
macerados.

Apdés o isolamento monospoérico, observou-se, a olho nu, que o
aparecimento das hifas ocorreu por volta do décimo quinto dia de incubacdo a
25°C e fotoperiodo de 12 h luz/12 h escuro. Entretanto, péde-se observar que,
quando as repicagens ocorriam tendo como origem culturas mais antigas
(aproximadamente dois meses), as hifas podiam ser visualizadas com sete dias
apos as repicagens. O crescimento lento do fungo dificultou a multiplicacdo e a

manutenc¢do dos isolados nas etapas posteriores.

3.1.4.1.1. Ensaio 1. Selecdo de meios de cultura para crescimento micelial de
A. caricae.

Nessa primeira fase, em que foram avaliados 13 meios de cultura e um
isolado, 0 UENF-AC20, a 25°C, apos 40 dias de incubagéo, ndo foi observada
variacdo na coloracdo das coldnias, a excecdo do isolado AVFM, que, ao final da
avaliacdo, apresentou estromas semelhantes aqueles observados na folha
doente. Porém nenhum dos meios promoveu esporulacdo dos isolados, apenas
hifas. Nao foi possivel conduzir a analise estatistica devido a quantidade de
placas restantes ao final da avaliag&o.

Dos 13 meios avaliados nesse primeiro ensaio, oitos deles permitiram

crescimento do patégeno, a saber: CBB, V8, AC, micophil, milho, BDA, AVFM e
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FMCM. Nos meios de cultura com cenoura e cenoura+batata, embora o fungo
tivesse crescido, o desenvolvimento das colonias foi mais lento que no restante
dos outros meios. J&4 nos meio com beterraba, extrato de tomate e extrato de
tomate + folha de maméao nao permitiram o crescimento do fungo. Chambers e
Rijkenberg (1987) cultivaram isolados de A. caricae em 29 meios de culturas, dos
quais apenas trés possibilitaram o crescimento de A. caricae. Silva (2010) cultivou
isolados de A. caricae em sete meios de cultura: caldo de vegetais, Oat-meal-
agar, batata-dextrose-agar suplementado com aminoacidos, folha de mamao,
batata-dextrose-agar, casca do fruto do mamao e corn-meal-agar, sendo que
todos os meios avaliados possibilitaram crescimento micelial de A. caricae.

Outra espécie do género que se caracteriza por apresentar crescimento
lento e reduzido in vitro é Asperisporium alstroemeriae. Apds quatro meses de
cultivo, as colbnias de A. alstroemeriae cresceram apenas 8 milimetros (Wolcan,
2006).

3.1.4.1.2. Ensaio 2. Determinacdo da temperatura 6tima de incubacdo para

esporulacéo de A. caricae

3.1.4.1.2.1. Meios so6lidos

Observou-se que, ap6s 52 dias de incubacao dos isolados, nas diferentes
temperaturas, as colbénias apresentaram 3 tipos diferenciados de coloracdo, com
presenca ou auséncia de esporos. Para a coloracdo, o micélio apresentou-se
branco, acinzentado ou escuro (Figura 1). Nas colénias em que o0 micélio se
apresentou branco, ndo houve producdo de esporos, mas nas colbnias de
coloracdo acinzentada e escura, houve producdo de esporos.

Ao longo da avaliagédo, observou-se que, na grande maioria dos meios de
cultura utilizados, inicialmente as colbnias se apresentaram brancas, evoluindo
para um tom esverdeado, em seguida, apresentando aspecto enegrecido. Grande
parte das placas que apresentaram este tipo de evolucdo, ao final do
experimento, apresentaram esporos. Minnis et al. (2011), cultivando A. caricae in
vitro, obtiveram coldnias apresentado padréo de coloracdo semelhante. Ja nos
meios em que o0 micélio se manteve branco, ao final da avaliagdo ndo se verificou

presenca de esporos.
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As colénias obtidas pelo espalhamento de fragmentos miceliais
caracterizaram-se, normalmente, por serem pontuais, estromaticas e
arredondadas. Na observacdo feita no décimo dia apds a instalacdo do
experimento, observou-se que, nas temperaturas maiores, ou seja, 21°C e 23°C,
ocorreu melhor crescimento das coloénias do que nas temperaturas menores, 17°
C e 19 °C, excecao feita aos meios com 4gua de coco, que, até aquela avaliagéo,
nao mostraram crescimento e, milho e micophil, com crescimento bem mais lento,
gquando comparado aos demais. Os estromas, normalmente, mediram de 1 a 6

mm de didmetro, apos 52 dias de incubacdao.

Figura 1. Colbnias de A. caricae em diferentes meios e temperaturas de
incubacédo. A — Fruto do mamoeiro com sintomas de pinta-preta; B — Colbnias
com micélio branco e auséncia de esporos, em meio agua de coco; C — Coldnias
com micélio acinzentado e com presenca de esporos, em meio de Milho e E —
Colbnias com estromas escuros e com esporos, em meio Aveia+folha de mamao.
Campos dos Goytacazes, UENF, 2015.
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Ha controvérsias quanto ao tempo necessario para esporulacdo de
A. caricae. Silva (2010), avaliando o crescimento e esporulacédo in vitro de A.
caricae a 27°C, em 7 meios de cultura, observou que a esporulagdo nao foi
abundante, mesmo apos 135 dias de incubacéo, tendo sido encontrados de 1-3
conidios por col6nia. Entretanto, Minnis et al. (2011) obtiveram esporos de A.
caricae cultivados in vitro a 24°C, com trés semanas a um més de cultivo. No
presente trabalho, as temperaturas menores, de 17°C e 19°C, foram as que
melhor favoreceram a esporulagdo in vitro de A. caricae aos 52 dias de cultivo.
Neste estudo, é possivel que alguma esporulacdo tenha ocorrido em prazo
inferior, tal como ocorreu com as avaliagdes de Minnis et al. (2011). Todavia, o
trabalho de Minnis et al. (2011) objetivou confirmar apenas a identidade dos
isolados em cultura pura, e os autores ndo foram precisos sobre a eficiéncia dos
métodos em induzir esporulagcdo em quantidade suficiente para estudos de
inoculacéo, como efetuado neste trabalho.

Embora, ndo tenham sido feitas medicBes micrométricas, quanto a
morfologia 0s esporos produzidos in vitro se aparentaram como aqueles
produzidos na planta. Observou-se presenca de conidios solitarios, verrugosos e
septados e de conidi6foros septados com cicatrizes conspicuas (Figura 2).

A continuacao dos estudos na tentativa de reduzir ainda mais a quantidade
de dias exigidos para esporulacdo de A. caricae faz-se necessaria, a fim de
viabilizar inoculac¢@es artificias para selecao de gendtipos resistentes a pinta-preta
do mamoeiro, mediante uso de indculos produzidos in vitro.

Houve diferenca significativa para temperatura, meio de cultura, isolado e
para as interacdes avaliadas ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste F (Tabela
4). A temperatura 19° C, nos meios AVFM, Micophil, FMCM, CBB e Milho, foi a
melhor para esporulagéo dos isolados UENF-AC6 e UENF-AC22 (Figura 3 e 4).
Ja para o isolado UENF-AC20, a temperatura 19° C foi a melhor para esporulagéo
de todos os isolados, a Unica excec¢do foi para 0 meio CBB, onde a temperatura
melhor foi a 17° C (Figura 5)
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Figura 2. Morfologia dos conidi6foros e conidios de A. caricae obtidos em
diferentes temperaturas de avaliagdo. A — Conidi6éforos septados com cicatrizes
conspicuas (indicadas nas setas vermelhas). B — Conidios verrugosos e
septados. Campos dos Goytacazes, 2015/UENF.

Tabela 4. Resumo da andlise de variancia para producdo de esporo de A. caricae
cultivado in vitro sob diferentes temperaturas e diferentes meios de cultura.
Campos dos Goytacazes, UENF, 2015.

FV GL QM F
Bloco 3 47,41 0,38
Temperatura 3 20443,64 157,71**
Meio 7 1327,60 10,24**
Isolado 2 3468,44 26,76**
Temp*Meio 21 1362,05 10,51**
Temp*Isolado 6 1001,13 7,72%*
Meio*Isolado 14 1627,97 12,50**
Temp*Meio*Isolado 42 1070,81 8,26**
Erro 285 129,63

Cv(%) 88,11

Média 12,92

3.1.3.2.2.2. Meios liquidos

Os isolados AVFM, BCB, BDA, FMCM, milho, Micophil, V8, extrato de folha
seca de mamao (EFS) e Czapec), cultivados em meio liquido, mesmo apos o
periodo aproximado de 120 dias, ndo esporularam. Santos et al. (2008) cultivaram
A. caricae em meio de cultura liquido contendo extrato de folha de mamao e, s6
apos cinco meses de cultivo, no escuro e sob agitacdo constante, conseguiram
obter alguma esporulacéo do patdogeno. Neste estudo, observou-se que esta foi a
maneira mais pratica para multiplicar o inéculo. Em meio solido, a col6nia € dura e

compacta, dificultando as repicagens, diferentemente do observado quando o
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fungo € cultivado em meio liquido. Portanto, no inicio, quando ndo se dispde de

esporos para o semeio das placas, pode-se lancar mao do cultivo em meio

liquido. Dos meios liquidos avaliados, 0 que permitiu o melhor desenvolvimento

do micélio foi o meio com folha de maméao + casca de mamao.
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Figura 3. Média da concentracé@o de esporos do isolado UENF-ACG6 de A. caricae
em 2 mL por placas em diferentes temperaturas, 17, 19, 21 e 23° C e meio de
cultura, aos 52 dias de incubacédo. As barras indicam o desvio padrao.
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Figura 4. Média da concentracdo de esporos de do isolado UENF-AC22 A.
caricae em 2 mL por placa em diferentes temperaturas, 17, 19, 21 e 23° C e meio
de cultura, aos 52 dias de incubagédo. As barras indicam o desvio padrao.
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Figura 5. Média da concentracdo de esporos do isolado UENF-AC20 de A.
caricae em 2 mL por placas em diferentes temperaturas, 17, 19, 21 e 23° C e
meio de cultura, aos 52 dias de incubag&o. As barras indicam o desvio padréo.
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3.1.4.1.3. Ensaio 3. Influéncia da temperatura na esporulagdo de A. caricae

O cultivo dos isolados em duas temperaturas, 19°C e 32°C, por
aproximadamente dois meses, permitiu detectar diferengcas na coloracdo e
aparéncia das colénias e na producdo de esporos. Aos 19°C, as coldnias
apresentaram-se com coloragdo escura e presencga de esporos. Na temperatura
de 32°C, as colbnias mostraram-se brancas e sem esporos ou sinais de
conidiogénese (Figura 6). Nao foi possivel realizar andlise estatisticas, mas

apenas observacionais.

Figura 6. Culturas de A. caricae, isolado UENF-AC12 aos 60 dias, cultivado a
19°C (A) e 32°C (B) em meio de BDA. Campos dos Goytacazes, UENF, 2015.

3.1.4.2. Variabilidade genética por marcadores moleculares

A maioria dos iniciadores amplificaram bandas de tamanho iguais (Figura
6). Dos 27 primers de ISSR testados, foram obtidas 87 bandas, das quais apenas
duas foram polimorficas. A similaridade entre os isolados variou de 30 a 100%.
Pela analise de agrupamento, considerando a similaridade entre os isolados, foi
possivel formar dois grupos, um grupo representado pelo isolado UENF-AC20 e o
segundo grupo composto pelos demais isolados (Figura 7).

As colénias de A. caricae utilizadas para extragdo molecular nao

apresentaram diferencas expressivas quanto a morfologia em meio de cultura.
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Estudos adicionais sdo necessarios para comprovar a baixa variabilidade genética
entre isolados de A. caricae, conforme constatado pelos marcadores ISSR.

Medidas de diversidade em fungos com reproducdo assexuada s&o
complicadas (Silva, 2009). Fungos que se reproduzem via assexual sao
geralmente menos diversos que 0s microrganismos que tém reproducéo sexual,
pela auséncia de recombinacéo genética. Entretanto, alguns mecanismos podem
ocorrer em espécies que se reproduzem de forma assexuada para ampliar a
variabilidade do patdgeno, como, por exemplo, mutacdo e ciclo parassexual
podem compensar a auséncia de reproducado sexual (Burdon, 1993). Mas essas
informacdes também nao estéo disponiveis para A. caricae

Silva et al. (2010) detectaram variabilidade genética por meio de
marcadores moleculares entre os isolados de Fusarium oxysporum f.sp cubense.
Fusarium oxysporum e Colletotrichum lindemuthianum, que também se
reproduzem de forma assexuada, porém sao descritos como fungos que
apresentam ampla variabilidade genética (Souza et al., 2007; Camargo Junior et
al., 2007).
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Figura 7. Padrédo de amplificacdo de isolados de A. caricae utilizando o primer
(GA)sYC).
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Figura 8. Dendrograma de dissimilaridade genética de 30 isolados de A. caricae,
obtido pelo método de agrupamento UPGMA, com base em primers ISSR.
Campos dos Goytacazes, 2015, UENF.
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3.1.5. CONCLUSOES

Sao possiveis o cultivo in vitro e a obtencdo de esporulagdo de A. caricae
(Speg.) Maubl. em diferentes meios de cultura e temperaturas de incubacéao,
sendo os meios Micophil, V8 e Milho e, a temperatura de 19 °C os melhores
neste estudo.

Com base nos marcadores utilizados e pela quantidade de bandas
polimorficas obtidas, ndo foi possivel correlacionar os grupos por area geografica

de origem, nem concluir sobre a variabilidade genética do patégeno.
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3.2. SELECAO DE PROGENIES DE MEIOS-IRMAOS DERIVADAS DE
GENOTIPOS CRIOULOS DE MAMOEIRO, VISANDO A RESISTENCIA A
PINTA-PRETA

3.2.1. INTRODUCAO

O Brasil é o segundo maior produtor mundial de mamao (FAO, 2013) e é a
terceira fruta mais consumida in natura e a sétima fruta mais exportada no pais
(Agrianual, 2011).

O mamoeiro apresenta base genética estreita (Dantas, 2000). Dessa
forma, h4 uma consideravel vulnerabilidade genética a doencas e pragas, o que
acaba comprometendo a sustentabilidade do cultivo. A ocorréncia de doengas na
cultura do mamoeiro, notadamente a pinta-preta, causada pelo fungo
Asperisporium caricae (Speg.) Maubl, € um dos principais fatores responsaveis
pela reducdo na producdo da cultura. Assim, o desenvolvimento de novas
variedades resistentes a doencas pode garantir maior competitividade e
sustentabilidade a cultura do mamoeiro.

As flores do mamoeiro podem ser divididas, basicamente, em trés tipos
bem diferenciados: flor hermafrodita, que caracteriza as plantas hermafroditas; flor
estaminada, que caracteriza plantas masculinas; e flor pistilada, que caracteriza
uma planta feminina tipica (Medina et al., 1994). Com base nos tipos florais,

podem ocorrer trés tipos de populagdes:
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Populacédo dioica: constituida por plantas com flores femininas e plantas
com flores masculinas. Essa populacdo é resultante de frutos obtidos do
cruzamento entre plantas do sexo masculino e plantas do sexo feminino.

Populacdo ginoico-andromonoica: constituida por plantas com flores
femininas e plantas com flores hermafroditas (andromonoicas). As plantacbes de
mamoeiros ginoico-andromonoicos séo originarias dos cruzamentos entre plantas
hermafroditas, que sdo capazes de se autofecundar, pois apresentam 0s O0rgaos
masculino e feminino na mesma flor. Vale ressaltar que, em condicbes de campo,
um mamoeiro hermafrodita pode ndo se autofecundar, podendo receber polen de
outro hermafrodita ou mesmo masculino (dioico) que estiver nas proximidades.

Populacdo andromonoico-trioica: constituida por plantas com flores
femininas, plantas com flores hermafroditas e plantas com flores masculinas
(Souza, 2000; Marin e Gomes, 1986).

A expressdo sexual nas plantas estd sob controle genético, sendo, em
mamoeiro, a genética do sexo um carater de heranca simples, ou seja,
monogénico, com trés formas alélicas. C. papaya L. tem trés tipos ou formas
sexuais: ginoica (com plantas exclusivamente femininas), androica (com plantas
exclusivamente masculinas) e andromonoica (com plantas cujas inflorescéncias
sdo hermafroditas) (Storey, 1953). Em seu estudo sobre a heranca do sexo,
Storey (1953) mostrou que as plantas femininas sdo geneticamente homozigotas
para o alelo m e as plantas masculinas e hermafroditas sdo heterozigotas para os
alelos M1 e M2, respectivamente, formando as combinagdes: mm (plantas
femininas), M1m (plantas masculinas), M2m (plantas hermafroditas). O autor
ainda relata em seu estudo que as combinacdes M1M1 e M2M2 ndo existem
porque sao letais ao zigoto.

As variedades crioulas, também denominadas de variedades locais ou
“landraces”, podem ser usadas em programas de melhoramento para ampliacao
da variabilidade genética com o objetivo de sele¢cdo de novos materiais e como
fonte de genes de adaptacéo, resisténcia a estresses bibticos e abidticos (Neitzke
et al., 2009). Dessa forma, alguns melhoristas de diferentes culturas, como melédo
(Neitzke et al., 2009), cebola (Barbieri et al., 2005), alfafa (Perez et al., 2009),
milho (Fidelis et al., 2010), tém procurado ampliar a variabilidade genética nos
seus programas de melhoramento com o uso de germoplasma crioulo.

Germoplasmas crioulos de maméao estdo sendo testados como fonte de
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variabilidade genética e resisténcia a doencas, com potencial para uso em
programas de melhoramento (Oliveira et al., 2010; Oliveira et al., 2011, Vivas et
al., 2012; Vivas et al., 2013, Vivas et al., 2014) Todavia, gendtipos crioulos na
cultura do mamoeiro produzem plantas dioicas, onde sdo produzidas plantas
masculinas e femininas que n&o possuem valor comercial. Dessa forma, o
interesse da-se na identificacdo dos genes de resisténcia apresentada por esses
genotipos.

No que tange a estudos relacionados a resisténcia a doencas, os trabalhos
ainda sao incipientes (Vivas et al., 2012; Vivas et al.,, 2013), necessitando de
informacdes, tanto do nivel de resisténcia, quanto do potencial de cada progénie
avaliada.

Em razdo da importancia da pinta-preta do mamoeiro, ha necessidade de
se buscarem gendétipos mais resistentes a fim de se ampliar a base genética
visando ao melhoramento genético da cultura. Dessa forma, o objetivo deste
trabalho foi identificar genoétipos resistentes a pinta-preta do mamoeiro,
considerando a selecéo praticada em populacéo crioula, para serem inseridos no

programa de melhoramento genético da UENF-Caliman.

3.2.2. REVISAO

O mamoeiro (Carica papaya L.) € uma das fruteiras mais cultivadas e
consumidas nas regides tropicais e subtropicais do mundo. Seus frutos se
caracterizam por serem excelentes fontes de calcio, pré-vitamina A e vitamina C
(acido ascorbico), por isso sdo amplamente utilizados em dietas alimentares
(Serrano e Catanneo, 2010).

Antes da década de 1970, o cenério da cultura do mamoeiro no Brasil ndo
era muito favoravel, visto predominarem cultivos com materiais dioicos.
Entretanto, a partir de 1976/1977, com a introducao de cultivares do grupo Solo e
de hibridos do grupo Formosa, a cultura do mamoeiro comegou a assumir grande
importancia econémica no pais.

A cultura do mamoeiro tem expressiva participagcao na producdo nacional

da fruticultura. E a terceira fruta mais consumida no Pais, apresentando grande
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relevancia econOmica e social, sobretudo na geracdo de emprego e renda
(Buainain e Batalha, 2007).

Toda a area de producdo comercial é Iimplantada quase que
exclusivamente com dois grupos de cultivares, Solo e Formosa, além disso, 0
ndamero de gendtipos de mamoeiro cultivado é restrito, resultando em uma estreita
base genética (Dantas, 2000; Oliveira et al., 2011). Dessa forma, existe maior
vulnerabilidade a doencas e pragas, 0 que acaba comprometendo a
sustentabilidade do cultivo. Assim, a busca pelo aumento da variabilidade
genética, tendo como base o desenvolvimento de novos genoétipos, pode garantir
maior competitividade e sustentabilidade a cultura do mamoeiro (Dias et al.,
2011).

Atualmente, no Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento
(MAPA), estéo registradas 44 cultivares de Carica papaya L., 13 delas obtidas
pela parceria existente entre a Uenf e a empresa Caliman Agricola. Esta parceria
foi iniciada em 1996 e em 2002 possibilitou o registro de nove cultivares, a saber:
UENF/Caliman01, UENF/Caliman02, UENF/Caliman03 UENF/Caliman04,
UENF/Caliman05, UENF/Caliman06, UENF/Caliman07, UENF/Caliman08 e
UENF/Caliman 09. Em 2014, mais quatro cultivares foram registradas: UC10,
UC12, UC14 e UC16. UENF/Caliman0l1 é o hibrido de maior importancia
econbmica para o pais. Essa importancia se deve, sobretudo, ao fato de antes do
seu lancamento aos produtores, ter havido necessidade constante de importacéo
de sementes do hibrido Tainung 01, pertencente ao grupo Formosa. O registro do
hibrido UENF/Caliman01 possibilitou tanto a reducdo da quantidade de sementes
hibridas importadas quanto a reducédo do valor dessas sementes. Além disso, a
comercializacdo, tanto das sementes quanto dos frutos, tem ultrapassado as
fronteiras nacionais.

Segundo Araujo e Nass (2002), no melhoramento genético, a escolha do
germoplasma € parte fundamental e decisiva para qualquer programa de
melhoramento de plantas, podendo interferir significativamente no sucesso ou no
fracasso da selecéo.

As variedades crioulas, também denominadas de variedades locais ou
landraces, podem ser usadas em programas de melhoramento para ampliacéo da
base genética, com o objetivo de selecdo de novos gendtipos e como fonte de

genes de adaptacéo, resisténcia a estresses bioticos e abioticos (Neitzke et al.,
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2009). Segundo Zeven (1998), o termo landraces foi empregado pela primeira vez
em estudos de recursos genéticos em meados de 1890. De maneira geral, as
populacdes crioulas sdo menos produtivas que as cultivares comerciais.
Entretanto, essas populacbes sdo importantes por constituirem fonte de
variabilidade genética que podem ser exploradas na busca por genes tolerantes
e/ou resistentes a fatores bidticos e abibticos (Araujo e Nass, 2002). Dessa forma,
alguns melhoristas tém procurado ampliar a base genética de seus programas de
melhoramento com o uso desses germoplasmas.

A substituigdo das variedades crioulas por variedades melhoradas tem sido
motivo de preocupacdo para especialistas da area, uma vez que esses materiais
representam fonte de genes de interesse, adaptados a condi¢cdes especificas
(Rodrigues e Santos, 2011). E premente que os programas que historicamente
promoveram a substituicAo dos recursos genéticos locais pelas sementes
comerciais sejam reorientados, passando a apoiar efetivamente as dinamicas
locais de conservacdo da agrobiodiversidade (Londres, 2014).

Ao longo das ultimas décadas, alteracdes relacionadas ao uso de recursos
genéticos na agricultura levaram a uma gradativa marginalizacdo das sementes
crioulas, o que resultou na extingdo de muitas variedades e na reducdo da
populacdo de outras. Além do desaparecimento fisico das variedades, esse
processo, tecnicamente conhecido como erosdo genética, significa também a
perda de um valioso acervo de conhecimentos culturais associados ao uso e ao
manejo da agrobiodiversidade (Londres, 2014).

No tocante a cultura do mamoeiro, a preservacdo dos Seus recursos
genéticos € essencial para a sustentabilidade da cultura. Nesse contexto, a
caracterizagdo e a avaliacdo de acessos de mamoeiro podem permitir a
identificacdo de genotipos superiores, além de fornecer o material basico para
programas de melhoramento genético.

No Brasil, as principais empresas responsaveis pela conservacdo do
germoplasma de maméo séo: Embrapa Mandioca e Fruticultura Tropical (Dantas
e Lima, 2001); UENF, em parceria com a empresa Caliman Agricola e o Instituto
Capixaba de Pesquisa Agropecuaria — (Incaper). A Embrapa Mandioca e
Fruticultura Tropical conta com 241 acessos, que compreendem cinco espécies,
assim distribuidas: 224 acessos de Carica papaya L, dez acessos de Jaracatia

spinosa, dois acessos de Vasconcellea cauliflora, dois acessos de Vasconcellea
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monoica e trés acessos de Vasconcellea quercifolia, constituindo o maior banco
de germoplasma dessa cultura no pais (Oliveira et al., 2007).

A despeito da importancia das variedades crioulas como fonte de
variabilidade a ser usada nos programas de melhoramento, estudos envolvendo
variedades crioulas de mamoeiro, no Brasil, ainda sdo incipientes, visto serem
poucos os estudos dessa natureza encontrados na literatura (Oliveira et al., 2010;
Oliveira et al., 2011, Vivas et al., 2012; Vivas et al., 2013). E estudos envolvendo
esse tipo de variedade, relacionado a doencas, sdo ainda mais escassos (Vivas et
al., 2012; Vivas et al., 2013).

A ocorréncia de doencas é um dos principais fatores responsaveis pela
reducdo na producao da cultura, podendo acarretar varios danos, que podem ser
desde o desfolhamento até a morte precoce da planta e, consequentemente,
queda na produtividade e na qualidade da producdo, causando uma série de
prejuizos de ordem financeira e social. A pinta-preta do mamoeiro € considerada
uma das doencas foliares mais comuns que incidem na cultura, sendo seu
controle feito quase que exclusivamente com aplicacdo de fungicida. Essa
alternativa de controle € bastante onerosa, podendo ainda acarretar varios danos,
tanto ao agricultor quanto ao meio ambiente, além de inviabilizar as exportacdes.
Dessa forma, a identificacdo de um germoplasma fonte de resisténcia é algo

muito almejado pelos melhoristas dessa area.

3.2.3. MATERIAL E METODOS

Avaliaram-se 20 progénies de meios-irmdos de mamoeiro crioulos
cultivados por pequenos agricultores do sul do Espirito Santo. O material genético
avaliado resultou da selecao praticada anteriormente por Vivas et al. (2013). Para
fins comparativos, também foi incluida, no estudo, a variedade Maradol,
considerada genoétipo padrdao para resisténcia a pinta-preta (Vivas et al. 2012,
Vivas et al., 2015). Os gendtipos foram semeados em tubetes de 53 cm. Apos 60
dias do semeio, as plantulas foram transplantadas para vasos com 10L de
capacidade, contendo esterco bovino + areia (2:1). Instalou-se experimento em
blocos casualizados, com quatro repetiches, em casa de vegetacdao, sob
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inoculacdo natural, no Campus Leonel Brizola da Universidade Estadual Norte
Fluminense Darcy Ribeiro

As avaliacdes foram feitas nos meses de setembro, outubro e novembro de
2013 e 2014.

Foram avaliadas a severidade e a incidéncia de pinta-preta. Na avaliagao
da severidade da doenca, foram consideradas a quinta e a sétima folha, contadas
a partir do apice da planta. A severidade da pinta-preta foi quantificada usando
duas escalas: Terra (2009) e outra escala desenvolvida por Santos Filho et al.
(2007). A incidéncia da doenca foi obtida dividindo-se o numero de folhas com
sintoma pelo numero total de folhas por planta. Além da severidade e da
incidéncia, determinou-se em qual folha surgiram os primeiros sintomas da pinta-
preta, contando-se do apice para a base.

Com os dados fenotipicos, foram feitas a analise de variancia, com
comparacdo das médias, estimacdo dos parametros genéticos, e as analises
multivariadas, utilizando o programa Genes (Cruz, 2013). As médias dos
genotipos (progénies e testemunha) foram comparadas pelo método de
agrupamento Scott-Knott a 5% de probabilidade. Foram estimados 0s seguintes
parametros genéticos: a) variancia fenotipica média; b) variancia ambiental
média; c)variabilidade genética média; d) coeficiente de determinacéo
genotipico; e) correlacdo intraclasse; f) coeficiente de variagdo genético; e Q)
indice de variacdo. Na analise multivariada, a divergéncia genética entre os
acessos foi estimada pelo método de agrupamento de Tocher (RAO, 1952), com
o emprego da distancia generalizada de Mahalanobis (D?) como medida de
dissimilaridade. Com base na matriz de distancias, foi feita também uma analise
de agrupamento pelo algoritmo de classificagdo hierarquica ascendente UPGMA
(Unweighted Pair Grouped Method Average).

A importancia relativa das caracteristicas foi calculada utilizando o método
proposto por Singh (1981), que se baseia na particdo do total das estimativas das
distancias D? considerando todos os possiveis pares de individuos para a parte

devida a cada caracteristica.
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3.2.4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Houve diferencas significativas entre tratamentos para todas as
caracteristicas estudadas, IPP, SPP5A, SPP7A, SPP5B, SPP7B e FIPP (Tabela
1). Esses resultados indicam existéncia de variabilidade genética entre os
genotipos para as diferentes caracteristicas avaliadas, o que € um indicativo

favoravel para o melhoramento dessas caracteristicas.

Tabela 1. Resumo da andlise de variancia, associada a resisténcia a pinta-preta
em progénies de meios-irmaos derivadas de populacdo crioulas de mamoeiro
dioico, provenientes do sul do Espirito Santo. Campos dos Goytacazes, 2015.

Fonte de GL Quadrado médio

Variacéo IPP SPP5A SPP7A SPP5B SPP7B FIPP
Bloco 3 105,29 0,08 0,05 0,25 0,35 1,09
Genotipos 20 231,55** 0,113** 0,43** 0,42** 0,67 0,87*
Residuo 60 89,28 0,03 0,07 0,13 0,18 0,36
Média 46,21 0,23 0,43 1,09 1,36 4,37
CV (%) 20,45 79,14 59,75 32,62 31,39 13,73

Incidéncias de pinta-preta (IPP). Severidades de pinta-preta na quinta (SPP5A e
SPP5B) e na sétima folha (SPP7A e SPP7B), contadas a partir do 4pice, usando
escala desenvolvida no setor de patologia vegetal do laboratério de Entomologia e
Fitopatologia da UENF (SPP5A, SPP7A) e a escala desenvolvida por Santos Filho
et al. (2007) (SPPBA, SPP7B). Posicao da primeira folha a iniciar o sintoma de
pinta-preta (FIPP).

Pelas estimativas dos parametros genéticos estimados, observou-se que a
variancia genética foi maior que a variancia ambiental para todas as
caracteristicas analisadas, Tabela 2, com destaque para IPP, SPP7A e SPP7B,
em que foram observados valores de variancia genética maiores, quando
comparados com as demais caracteristicas. A caracteristica SPP5A foi a que
apresentou menor valor de variancia genética, praticamente se igualando a
variancia ambiental. As estimativas para o coeficiente de determinagdo genotipico
(H?) variaram entre 58,86% (FIPP) e 84,86% (SPP7A). As maiores estimativas do
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H? foram obtidas pelas caracteristicas SPP7A e SPP7B, respectivamente, com
84,86 e 72,97, mostrando a possibilidade de sucesso para selecdo por meio
dessas caracteristicas.

As estimativas do coeficiente de variacdo genética (CVQg) nos permitem
uma comparacdo da variabilidade genética entre os diferentes caracteristicas
avaliadas. Os valores obtidos para CVg variaram entre 8,21 e 70,74%,
constatando-se existéncia de variabilidade genética entre os tratamentos. De
acordo com Faleiro et al. (2001), para se ter uma ideia real da situacédo de cada
caracteristica visando ao melhoramento, € necessério analisar a razdo entre CVg/
CVe, ou seja, analisar o indice de variacdo de cada caracteristica, que deve ser
maior do que a unidade. Segundo Cruz et al. (2012), altas estimativas de
coeficiente de determinacdo genotipico, associadas a um indice de variacao
maior que a unidade, refletem uma situacdo muito favoravel para a selecao.
Entretanto, isto sé foi observado para SSP7A, que apresentou CVe de 1,18.
Ainda assim, as estimativas de parametros genéticos obtidas para esta populacdo
foram superiores aquelas apresentadas pela populacdo original que lhe deu
origem (Vivas et al., 2012).

Ao comparar as médias dos genotipos, associadas as caracteristicas de
resisténcia a pinta-preta, observa-se que, para IPP, houve formacdo de dois
grupos, tendo 17 gendtipos ficado alocados no grupo mais suscetivel. E somente
quatro gendtipos, no grupo resistente, incluindo a cv. Maradol, que apresenta
padrao resistente (Vivas et al., 2015). Para SPP5A, houve formacdo de dois
grupos, tendo sido os genétipos PMI-12, PMI-13 e PMI-16 0s mais suscetiveis. Ja
para SPP7A, houve formacéo de trés grupos. Os gendtipos PMI-6, PMI-13, PMI-
16 ficaram alocados no primeiro grupo, ou seja, N0 grupo que apresenta as
maiores médias para severidade de pinta-preta e, no segundo grupo, com valores
meédios intermediarios de severidade para pinta-preta, ficaram os genotipos PMI-
9, PMI-12 e PMI-17 e, todas as demais progénies, no terceiro grupo, ou seja, 0

grupo com as menores médias de severidade da doenca, incluindo a cv. Maradol.
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Tabela 2. Estimativas de parametros genéticos para caracteristicas associadas a
resisténcia a pinta-preta em progénies de meios-irméos derivadas de popula¢fes
crioulas de mamoeiros dioicos provenientes do sul do Espirito. Campos dos
Goytacazes, 2015.

Parametros genéticos IPP  SPP5A SPP7A SPP5B SPP7B FIPP
Variancia fenotipica 57,89 0,03 0,11 0,10 0,17 0,22
Variancia ambiental 22,32 0,01 0,02 0,03 0,05 0,09

Variabilidade genotipica média 35,57 0,02 0,09 0,07 0,12 0,13

Coeficiente de determinacéo

genotipica 61,44 69,59 84,86 69,52 72,97 58,86
Correlagéo intraclasse 28,49 36,39 5836 36,31 40,29 26,34
CVg 1291 59,85 70,74 24,63 25,79 8,21
Razéo CVg/CVe 0,63 0,76 1,18 0,76 0,82 0,60

Incidéncias de pinta-preta (IPP). Severidades de pinta-preta na quinta (SPP5A e
SPP5B) e na sétima folha (SPP7A e SPP7B) contadas a partir do 4pice, usando a
escala desenvolvida no setor de patologia vegetal do laborat6rio de Entomologia e
Fitopatologia da UENF (SPP5A, SPP7A) e a escala desenvolvida por Santos Filho
et al. (2007) (SPPBA, SPP7B). Posicao da primeira folha a iniciar o sintoma de
pinta-preta (FIPP). CVQ: coeficiente de variagdo genético. CVe: coeficiente de
variacdo experimental.

Para SPP5B, foram formados dois grupos, oito genétipos ficaram alocados
no grupo mais resistente. Para SPP7B, também foi observada formacéo de dois
grupos. Para esta variavel, foram verificados 14 gendtipos inseridos no grupo
mais resistente. A avaliacdo da caracteristica FIPP possibilitou a formacéo de dois
grupos, cujas melhores médias, ou seja, locais onde a doen¢ca demorou mais para
manifestar o sintoma, foram obtidas pelos genoétipos PMI-2, PMI-3, PMI-4, PMI-5,
PMI-7, PMI-9, PMI-11, PMI-15, PMI-18 e pela cv. Maradol, ndo diferindo
estatisticamente entre si. Observou-se que os genoétipos PM-1 e PM-4 foram os
mais promissores, uma vez que, para a maioria das variaveis estudadas,
apresentaram médias inferiores a cv. Maradol (Tabela 3). Como se trata de
materiais dioicos, havera necessidade voltar a progénie original a fim de
multiplicar as melhores para continuacao de estudos futuros.

Considerando o método de otimizacdo de Tocher, foi possivel agrupar os
20 gendtipos crioulos de mamoeiro e a cultivar Maradol em 4 grupos distintos

(Tabela 4). O grupo | foi 0 que agrupou a maior quantidade de acesso (71,43%).
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Porém, neste grupo, houve necessidade de subagrupamentos em decorréncia
das altas magnitudes observadas pela distancia entre pares de individuos dentro
do grupo (Abreu et al., 2004), como foi observado entre os acessos PM-17 e PM-
21 (D2=11,40), o que indica presenca de variabilidade dentro do grupo,
justificando-se, entdo, o subagrupamento Dessa forma, foram formados 5
subgrupos, a saber: 1.A, 1.B, 1.C, 1.D e 1.E. No subgrupo 1.B, ficou alocado o
gendtipo PMI-4, junto com a cv. Maradol, que apresenta padrao resistente. Os
gendtipos PMI-6, PMI-12, PMI-13, PMI-16 formaram o segundo grupo,
caracterizado por apresentar os genoétipos mais suscetiveis. No grupo I, ficou o
gendtipo PMI-7, que apresentou certo nivel de resisténcia se comparado aos
gendtipos do grupo Il. E no ultimo grupo ficou o PMI-1, um dos melhores

genaotipos quanto ao nivel de resisténcia apresentado por todos os genotipos.

Tabela 3. Médias associadas para caracteristicas associados a resisténcia a
pinta-preta em progénies de meios-irmaos derivadas de populagdes crioulas de
mamoeiro dioicos provenientes do sul do Espirito Santo. Campos dos
Goytacazes, 2015.

TRAT IPP SPP5A SPP7A SPP5B SPP7B FISPP

PMI-1 3438 b 0,11 b 0,01 c 0,65 b 0,49 b 413 b
PMI-2 4571 a 0,26 b 0,24 ¢ 1,15 a 1,30 b 459 a
PMI-3 45,20 a 0,21 b 0,34 ¢ 1,15 a 1,21 b 458 a
PMI-4 37,80 b 0,08 b 0,19 ¢ 0,71 b 0,67 b 4,96 a
PMI-5 50,96 a 0,20 b 0,46 c 0,72 b 1,36 b 4,67 a
PMI-6 5491 a 0,34 b 1,08 a 1,47 a 1,72 a 3,60 b
PMI-7 26,73 b 0,02 b 0,23 ¢ 053 b 2,00 a 5,31 a
PMI-8 50,67 a 0,27 b 0,46 ¢ 1,31 a 154 a 4,13 b
PMI-9 4473 a 0,22 b 0,66 b 1,20 a 143 b 4,75 a
PMI-10 49,08 a 0,15 b 0,39 ¢ 1,15 a 1,28 b 413 b
PMI-11 48,15 a 0,14 b 0,16 ¢ 0,96 b 1,33 b 4,67 a
PMI-12 56,67 a 0,59 a 0,79 b 1,65 a 1,42 b 3,72 b
PMI-13 56,81 a 0,64 a 1,10 a 1,45 a 1,92 a 357 b
PMI-14 48,55 a 0,13 b 0,15 ¢ 0,84 b 1,17 b 423 b
PMI-15 43,70 a 0,07 b 0,14 c 0,90 b 1,19 b 4,63 a
PMI-16 46,69 a 0,56 a 1,00 a 1,65 a 1,98 a 413 b
PMI-17 50,41 a 0,15 b 0,60 b 1,27 a 1,96 a 425 b
PMI-18 42.23 a 0,17 b 0,19 ¢ 1,12 a 1,09 b 4,43 a
PMI-19 4989 a 0,17 b 0,16 ¢ 1,21 a 0,99 b 4,04 b
PMI-20 5190 a 024 b 0,48 ¢ 1,21 a 1,56 a 4,125 b
Maradol 35.23 b 0,23 b 0,17 ¢ 0,71 b 0,98 b 5,13 a

Médias na vertical seguidas de mesma letra minuscula ndo diferem pelo teste de
Scott-Knott a 5% de probabilidade.
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Tabela 4. Agrupamento e subagrupamento de 20 gendtipos crioulos de
mamoeiro, submetido & inoculac¢édo natural de pinta-preta do mamoeiro, conforme
meétodo de otimizacdo de Tocher. Campos dos Goytacazes, UENF, 2015.

Grupos  Subgrupos Trat
1 1.A PMI-8, PMI-20, PMI-10, PMI-3, PMI-2,
PMI-15, PMI-18,PMI-19, PMI-11, PMI-14
1.B PM-4, Maradol
1.C PM-9
1.D PM-5
1.E PM-17
2 PM-12, PM-13, PM-16, PM-6
PMI-7
4 PMI-1

Pelo método UPGMA, observou-se que os resultados foram muito proximos
aos obtidos pelo método de Tocher, principalmente quando se estabeleceu o
limite de 42% de similaridade entre as progénies. Adotando este critério, houve
formacéo de seis grupos (Figura 1). O grupo 1 foi formado pelas progénies que
apresentaram niveis intermediarios de resisténcia. No grupo 2 e 6, estdo o0s
genodtipos que apresentaram maiores médias para as caracteristicas de
resisténcia a pinta-preta avaliadas. O grupo 4 alocou 3 das 4 progénies mais
suscetiveis. A PMI-7 ficou em um grupo isolado, apresentando valores proximos
dos valores do grupo das progénies mais resistentes.

Pelo método de Singh (1981), utilizado para avaliar a importancia relativa
das caracteristicas quantitativas, as variaveis que mais explicaram a variacao
encontrada foram SPP7A (37,31%) e SPP7B (17,67%). A caracteristica que
menos contribuiu foi FIPP, com 9,73% (Tabela 5).
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Figura 1. Dendrograma obtido pela andlise de distancia genética entre vinte 20
genaotipos crioulos de mamoeiro e o genotipo Maradol pelo método UPMA,
utiizando a medida de distancia generalizada de Mahalanobis. Campos dos
Goytacazes, 2015.
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Tabela 5. Contribuicéo relativa de seis caracteristicas relacionadas a pinta-preta
do mamoeiro, para divergéncia genética, pelo Método de Singh (1981). Campos
dos Goytacazes, UENF, 2015.

VARIAVEL VALOR(%)
IPP 12,13
SPP5A 10,54
SPP7A 37,31
SPP5B 12,63
SPP7B 17,67
FIPP 9,73

3.2.5. CONCLUSOES

Houve variabilidade genética entre os genadtipos avaliados.

Os genotipos PMI-1 e PMI-4 sdo 0s mais promissores quanto a resisténcia
a pinta-preta e os mais indicados para serem utilizados no melhoramento visando
a resisténcia a essa doenca, pois apresentam menores valores médios de

doenca.
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