CONSERVAC;AO DE GERMOPLASMA in vitro E IDENTIFICACAO
DE GENOTIPOS DE Passiflora setacea RESISTENTES AO Cowpea
aphid-borne mosaic virus

NAYARA NIELE SACOMAN

UNIVERSIDADE ESTADUAL DO NORTE FLUMINENSE
DARCY RIBEIRO — UENF

CAMPOS DOS GOYTACAZES - RJ
OUTUBRO - 2013



CONSERVAC;AO DE GERMOPLASMA in vitro E IDENTIFICACAO
DE GENOTIPOS DE Passiflora setacea RESISTENTES AO Cowpea
aphid-borne mosaic virus

NAYARA NIELE SACOMAN

“‘Dissertacdo apresentada ao Centro de
Ciéncias e Tecnologias Agropecuarias da
Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro, como parte das exigéncias para
obtencdo do titulo de Mestre em Genética e
Melhoramento de Plantas.”

Orientadora: Profa. Virginia Silva Carvalho

CAMPOS DOS GOYTACAZES - RJ
OUTUBRO - 2013



CONSERVAC;AO DE GERMOPLASMA in vitro E IDENTIFICACAO
DE GENOTIPOS DE Passiflora setacea RESISTENTES AO Cowpea
aphid-borne mosaic virus

NAYARA NIELE SACOMAN

“‘Dissertacao apresentada ao Centro de
Ciéncias e Tecnologias Agropecuarias da
Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro, como parte das exigéncias para
obtencdo do titulo de Mestre em Genética e
Melhoramento de Plantas.”

Aprovada em 04 de outubro de 2013.

Comissao Examinadora:

Prof. Rodrigo Sobreira Alexandre (D.Sc., Fitotecnia) — UFES

Prof. Rosana Rodrigues (D.Sc., Producao Vegetal) — UENF

Prof. Alexandre Pio Viana (D.Sc., Producédo Vegetal) — UENF

Prof. Virginia Silva Carvalho (D.Sc., Fitotecnia) — UENF
(Orientadora)



DEDICATORIA

A meu Deus, por me guiar e conceder tantas béncéos e sabedoria.
Aos meus pais, pelo apoio de sempre, amor incondicional, carinho e

dedicacdo em todos 0s momentos.



AGRADECIMENTOS

A Deus, que me abencoou durante essa jornada, que me presenteou
com pessoas maravilhosas e me fortaleceu nos momentos mais dificeis.

A Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro e ao
Programa de Pés-Graduacdo em Genética e Melhoramento de Plantas, pela
oportunidade da realizag&o do curso.

A Capes, pela concessao da bolsa e auxilio financeiro.

A minha orientadora Virginia Silva Carvalho, que, mesmo enfrentando
momentos dificeis, superou as dificuldades e agiu com profissionalismo, me
orientando da melhor forma possivel. Muito obrigada pelas orientacdes e por
permitir que eu fizesse parte dessa familia que existe dentro do laboratério
112.

A minha conselheira Rosana Rodrigues, pela disponibilidade, sempre
esclarecendo minhas duvidas, aconselhando quando possivel, e por
disponibilizar o uso da cémara de crescimento para a realizacdo deste
trabalho.

Ao meu conselheiro Alexandre Pio Viana, por colocar a Eileen no meu
caminho, pelos conselhos e por me ajudar nas analises estatisticas.

Ao Rodrigo Sobreira Alexandre, por aceitar o convite de participar da

banca.



A Eileen Azevedo Santos, pela ajuda na condugdo do experimento,
pela ajuda, conselhos, oragbes e amizade.

Ao secretario Daniel, sempre disponivel a ajudar, aconselhar e
incentivar.

A minha querida amiga Andressa, pelo companheirismo, sempre ao
meu lado, ajudando nos experimentos e conversando sobre os fatos da vida.

A minha amiga Larissa, pelos momentos de estudos, sofrendo com a
estatistica e a genética, pela colaboragcédo nos experimentos e pelas oracoes.

As queridas Luciene e Monique, pelos momentos de descontracao,
conversas, amizade e ajuda.

A amavel Beth, por me acolher tdo bem com seu coracdo de mée,
sempre preocupada em ajudar a todos e manter o bem-estar do laboratério.

Aos graduandos Ramon, Renato e Naiara e a bolsista Léia, pela
colaboracgéo nos experimentos e pelos momentos de alegria no laboratério.

Ao Rafael, meu querido conterraneo, que chegou ao final da minha
jornada do mestrado, mas, com seu jeito carismatico, me ajudou e vem se
tornando um grande amigo.

A minha irm&, amiga e companheira lana Carvalho, por abrir as portas
do seu apartamento, me acolhendo como se me conhecesse ha anos, por ser
minha terapeuta nos diversos momentos dificeis que enfrentei neste periodo,
por me defender como se fosse minha irm&, por aguentar minhas loucuras e
ser um presente de Deus na minha vida.

Ao meu querido Maicon, uma pessoa especial que tive a sorte de
encontrar, por alegrar meus dias, me levar a Universidade sempre que
possivel e ser esse ser humano tdo especial que eu estou aprendendo a
admirar a cada dia que passa.

Ao meu amigo e irmao de fé Jonis, pela ajuda na preparacdo de um
dos experimentos, pelas oracfes e amizade.

A minha orientadora da graduacdo, Maurecilne Lemes, por ser a
pessoa que mais me incentivou a fazer o mestrado e me indicou a UENF.

Aos meus irméos e amigos Janior Romano, Amanda e Tatiane, que,
mesmo distantes, sempre estiveram me incentivando a seguir na batalha do

mestrado, alegrando meus dias. Amo vocés!

iv



A minha familia e a meus pais Nivaldo e Maria Hilda, pelo apoio,
incentivo, amor incondicional, conselhos, oragdes e por proporcionarem todas
as condicOes para que eu realizasse 0 sonho de seguir os estudos apés a

graduacéo.



SUMARIO

RESUMO ...ttt ettt ettt e st ettt et et e e et e e e e eeesaean e vii
F = E S I 2 7Y R iX
1. INTRODUGAO ...ttt ettt ettt e s s s te e see s 1
2. OBUIETIVOS ...ttt ettt ettt ettt 3
T 07N = U1 TP 5
3.1. GERMINACAO in vitro E CAPACIDADE MORFOGENICA DE
SEGMENTOS NODAIS DE Passiflora Setacea .........cocvvvvveveviieiiiieeiiieeeeieeeeeeeenan 5
3.1.1. INTRODUGAOD ..ottt et 5
B.1.2. REVISAOD ... .ottt 6
3.1.3. MATERIAL E METODOS ......oviiiieeee et 11
3.1.4. RESULTADOS E DISCUSSAOQ .......coceiiieeeeieeeeeeeeeeeee e 16
3.1.5. CONCLUSODES .....coooviiieeceeceeeee ettt 25
3.2. RESISTENCIA AO Cowpea aphid-borne mosaic virus EM PLANTAS
ACLIMATIZADAS DE Passiflora Setacea ...........ccooeeeeviviiieeiiiiiieeeiieeeeeee e, 26
3.2.1. INTRODUGAO ..ottt et saenn e 26
B.2.2. REVISAOD ...ttt 27
3.2.3. MATERIAL E METODOS .....ooiiiiieeeeee ettt 32
3.2.4. RESULTADOS E DISCUSSAO .......ccoiiiiieieeeeeeeeee et 38
3.2.5. CONCLUSODES .....cooooiiieeieeceeeee ettt 46
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......coooiieieceeeceeeee e e ee e A7

Vi



RESUMO

SACOMAN, Nayara Niele; M.Sc.; Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro; Outubro de 2013; CONSERVACAO DE GERMOPLASMA in
vitro E IDENTIFICACAO DE GENOTIPOS DE Passiflora setacea
RESISTENTES AO Cowpea aphid-borne mosaic virus; Orientadora: Prof2.
Virginia Silva Carvalho; Conselheiros: Profd. Rosana Rodrigues e Prof.
Alexandre Pio Viana.

Passiflora setacea é uma espécie silvestre pouco conhecida, que
apresenta grande importancia para o melhoramento genético, por ja terem
sido descritos alguns genotipos resistentes ao virus Cowpea aphid-borne
mosaic virus (CABMV). O pouco conhecimento sobre a espécie dificulta a
utilizacdo de novas técnicas de propagacdo, bem como a elaboracdo de
planos de manejo e conservacao. Estudos com esta espécie possibilitardo o
estabelecimento de protocolos para conservacdo in vitro dos gendtipos
resistentes. O presente estudo teve por objetivos: i) determinar o protocolo de
desinfestacdo e germinacao in vitro de sementes de P. setacea; ii) definir o
protocolo de aclimatizagdo de plantulas de P. setacea cultivadas in vitro; iii)
estabelecer o protocolo de multiplicacdo e enraizamento de P. setacea; e iv)
identificar os gendtipos de P. setacea resistentes ao virus do endurecimento
dos frutos (CABMV). O experimento de desinfestacdo foi conduzido em
delineamento inteiramente casualizado (DIC), em um esquema fatorial 3x3,

em que foram utilizadas trés concentracdes de NaClO (0,00%; 0,25% e
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0,50%), durante 5, 10 ou 15 minutos. Para a etapa de germinacao de
sementes in vitro, foi utilizado o DIC em um esquema fatorial 2 x 3 x 2, em
gue foram usados os meios MS completo e %2 MS, trés concentracdes de GA3
(0,00; 1,44 e 2,88 pmol L™, ficando a metade dos tratamentos no escuro e a
outra metade sob luz. A aclimatizagédo foi feita utilizando os substratos
Substrato | - areia, Substrato Il - substrato Basaplant® Hortalicas e Substrato
lIl substrato Basaplant® Hortalicas + areia (1:1 v/v). Para o estabelecimento de
protocolo de multiplicacdo e enraizamento, foram utilizados como explantes
segmentos nodais de plantulas cultivadas in vitro. Os segmentos nodais foram
divididos em segmento basal, mediano e apical, e inoculados em meio ¥2 MS
com diferentes concentracdes de AIB e BAP, sendo avaliada a formacéo de
brotacBes e raizes nos explantes. A identificacdo de gendtipos de P. setacea
resistentes ao CABMYV foi feita em formato de DIC, tendo sido adotada uma
escala de notas para avaliar a severidade da doenca. As plantas
assintoméaticas foram submetidas ao teste sorologico PTA-ELISA. O melhor
tratamento para desinfestacéo foi o de 0,25% de NaClO por 15 minutos. Para
a germinacdo de sementes de P. setacea, ndo foi necessaria a adicdo de
GAs. %2 MS e 0 MS completo néo apresentaram diferenca quando submetidos
ao escuro, tendo ocorrido diferenca entre a luz e o escuro na germinacao das
sementes. O melhor substrato para aclimatizar as plantulas de P. setacea foi
a areia. Os reguladores de crescimento atuaram de forma independente na
formacéo de brotacdes e raizes. Os tratamentos com BAP proporcionaram
maior nimero de brotacdes, e o tratamento com 9,84 pmol LT AIB
proporcionou maior enraizamento. Dos 30 gendétipos de P. setacea inoculados
com CABMV e submetidos ao PTA-ELISA, 29 foram considerados
resistentes. Esses estudos possibilitaram delinear estratégias para a
conservacao in vitro dos genoétipos de P. setacea resistentes, que poderao ser
utilizados no programa de melhoramento genético do maracujazeiro da

Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro.
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ABSTRACT

SACOMAN, Nayara Niele; M.Sc.; Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro; October 2013; CONSERVATION in vitro GERMOPLASM AND
IDENTIFICATION OF Passiflora setacea RESISTANT TO Cowpea aphid-
borne mosaic virus; Advisor: Professor Virginia Silva Carvalho; Committee
members: Professor Rosana Rodrigues and Professor Alexandre Pio Viana.

The Passiflora setacea is a little known wild species, which has great
importance for breeding, and some genotypes have been described as
resistant to the virus Cowpea aphid-borne mosaic virus (CABMV). The little
knowledge about the species complicates the use of new propagation
techniques, and the development of management plans and conservation.
Studies of this kind allow the establishment of protocols for in vitro
conservation of resistant genotypes. The present study aimed to: i) determine
a disinfestation protocol and a method for in vitro germination of seeds of P.
setacea ii) define an acclimatization protocol of P. setacea iii) define a protocol
for multiplication and rooting of P. setacea in vitro iv) identify genotypes of P.
setacea resistant to fruit woodiness virus (CABMV) . The experiment was
conducted in disinfestation completely randomized design (DIC) in a 3x3
factorial design, in which were used three concentrations of NaCIlO ( 0,00 % |,
0,25 % and 0,50 % ) for 5, 10 or 15 minutes. For the stage of in vitro seed
germination was used a completely randomized design in a factorial 2 x 3 x 2,

in which the means used were complete MS and % MS, three GA3
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concentrations (0,00; 1,44 and 2,88 pmol L™ ), with half of the treatments in
the dark and half-light. Acclimatization was performed using the substrates
Substrate | — Sand, Il - Basaplant®, Substrate IlI - Basaplant® + Sand (1:1 v/v).
To establish the protocol for multiplication and rooting, nodal segmentsof
plantlets in vitro were used as explants. The nodal segments were divided into
basal segment, median and apical and inoculated on 2 MS medium with
different concentrations of IBA and BA. The formation os shoots and roots
were evaluated. The identification of genotypes of P. setacea resistant to
CABMYV was held in the form of a completely randomized design. A scale was
adopted to assess the severity of the disease. Asymptomatic plants were
subjected to serological PTA - ELISA. The best treatment for disinfection was
to 0,25% NaClO for 15 minutes. P. setacea does not require addition of GA3
for the seed germination. There is no difference between seeds germinated in
MS and % MS in the dark. The light interfere on seed germination. The sand
was the best substrate for P. setacea seedlings acclimatization. Growth
regulators acted independently in the formation of shoots and roots. BA
yielded more shoots and treatment with 9,84 pmol L™ of IBA provided greater
rooting. Of the 30 genotypes of P. setacea inoculated with CABMV and
submitted to PTA - ELISA, 29 were resistant. These studies outline possible
strategies for in vitro conservation of genotypes of P. setacea resistant to
CABMV, which can be used in the breeding program of the passion fruit of the
Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro.



1. INTRODUCAO

O maracujazeiro pertence ao género Passiflora e faz parte da familia
Passifloraceae, que compreende 18 géneros com, aproximadamente, 630
espécies catalogadas (Milward-de-Azevedo e Baumgratz, 2004; Bernacci et al.,
2008). O género Passiflora tem aproximadamente 400 espécies, a maioria
origindria da América Tropical, 120 nativas do Brasil, considerado o centro de
diversidade do género (Bernaci et al., 2003).

Diante da ampla utilizacdo e aceitacdo no mercado mundial, a cultura do
maracujazeiro-azedo (Passiflora edulis Sims) apresenta grande importancia no
setor agricola (Meletti, 2011). O Brasil é o maior produtor mundial de maracuja,
com uma producgéo estimada de 923.035 t/ano (IBGE, 2011).

Com o aumento da area cultivada do maracujazeiro-azedo no Brasil,
também houve aumento das doencas que acometem essa cultura e afetam a
planta desde a fase de sementeira até a planta adulta, prejudicando raizes, caule,
folhas, flores e frutos (Santos Filho e Santos, 2003).

A cultura do maracujazeiro-azedo pode ser infectada por diversas viroses,
porém o virus do endurecimento dos frutos é o que predomina e 0 que causa 0s
maiores prejuizos. Este virus estd presente nas principais areas produtoras do
Brasil e vem sendo relacionado a infeccdo com o virus do endurecimento dos
frutos do maracujazeiro (Cowpea aphid-borne mosaic virus, CABMV). O CABMV
€ uma espécie do género Potyvirus, transmitido por pulgbes e mecanicamente
(Barbosa et al., 2006; Narita, 2007).



Passiflora edulis, espécie mais utilizada na producdo comercial, tem sido
relatada como altamente suscetivel ao virus do endurecimento dos frutos
(Fonseca, 2008; Cavichioli et al., 2011).

As espécies silvestres vém apresentando importante potencial em
programas de melhoramento genético do maracujazeiro, por apresentarem alelos
de resisténcia a doencas. Estudos sugerem que, por meio de cruzamentos
artificiais, podem ser obtidos hibridos férteis e promissores para 0 melhoramento
do maracujazeiro (Junqueira et al., 2005; Santos, 2013).

A espécie silvestre Passiflora setacea D.C. apresenta resisténcia a
diversas doencas, incluindo o virus CABMV, e grande variabilidade genética,
mostrando boas perspectivas para 0 seu uso em programas de melhoramento
(Fonseca, 2009; Cerqueira-Silva et al.,, 2012a). Porém, algumas caracteristicas
fisioloégicas indesejaveis, como dorméncia das sementes e dificuldade de
enraizamento, prejudicam a utilizacdo de técnicas convencionais de propagacao
para esta espécie (Melletti et al., 2002; Santos et al., 2005).

O aumento da porcentagem de germinacao e enraizamento da Passiflora
setacea pode ser obtido utilizando o cultivo in vitro,  importante metodologia na
tentativa de resolver problemas de dorméncia das sementes e dificuldade de
enraizamento (Melletti et al., 2002; Fonseca, 2009). A conservacdo de
germoplasma in vitro desta espécie € uma alternativa atrativa que pode ser
empregada para reduzir os custos de manutencdo e tornar o processo de
conservacgao da colegédo mais eficiente (Lima et al. 2004b).

Este trabalho teve como objetivo estabelecer um protocolo para cultivo in
vitro de Passiflora setacea e identificar genétipos resistentes ao Cowpea aphid-
borne mosaic virus (CABMV), visando a conservagdo in vitro dos acessos
resistentes, que serdo utilizados no programa de melhoramento genético do
maracujazeiro da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro
(UENF).



2. OBJETIVOS

4.1. Geral

Estabelecer plantas de Passiflora setacea in vitro e identificar plantas
resistentes ao virus Cowpea aphid-borne mosaic virus (CABMV), visando a
conservacao in vitro dos acessos resistentes, que serdo utilizados no programa
de melhoramento genético do maracujazeiro da Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro (UENF).

4.2. Especificos

- Determinar um protocolo de desinfestacdo para germinacao in vitro de sementes

de P. setacea.

- Definir um protocolo para germinacao in vitro de sementes sem tegumento de P.

setacea.

- Determinar um protocolo de aclimatizagdo de plantulas de P. setacea cultivadas

in vitro.

- Verificar a capacidade morfogénica de segmentos nodais de P. setacea.



- Testar gendtipos de P. setacea aclimatizadas, inoculando o virus CABMV.

- Identificar os genadtipos de P. setacea resistentes ao virus do endurecimento dos
frutos (CABMV).



3. CAPITULOS

3.1. GERMINACAO in vitro E CAPACIDADE MORFOGENICA DE
SEGMENTOS NODAIS DE Passiflora setacea

3.1.1. INTRODUCAO

O maracujazeiro-azedo (Passiflora edulis Sims) é uma planta perene,
mas, em pomares comerciais, em virtude da alta incidéncia de doencas como o
virus do endurecimento dos frutos, bacterioses, murcha do fusario e antracnose, a
cultura vem sendo replantada anualmente (Kudo, 2004; Junqueira et al., 2005;
Narita, 2007).

Estudos confirmam que a espécie silvestre Passiflora setacea apresenta
resisténcia a diversas doencas, incluindo o virus Cowpea aphid-borne mosaic
virus (CABMV), mostrando boas perspectivas para seu uso em programas de
melhoramento da espécie cultivada (Fonseca, 2009; Cerqueira-Silva et al.,
2012a). No entanto, caracteristicas fisiologicas indesejaveis dificultam a utilizacédo
de novas técnicas de propagagdo, como a dorméncia das sementes e a
dificuldade de enraizamento (Melletti et al., 2002; Santos et al., 2005).

Uma alternativa para melhorar a porcentagem de germinacdo e

enraizamento destas plantas & o cultivo in vitro, que se mostrou eficiente na



germinacao e propagacdo de varias espécies de Passiflora ja estudadas, porém
h& necessidade de serem expandidos os estudos nessa area com espécies
silvestres (Koch e Zanette, 2000; Melletti et al., 2002; Dias et al., 2003; Zonta et
al., 2005; Alexandre et al., 2009; Fonseca, 2009; Junghans et al., 2010; Santos et
al., 2010).

Desta forma, este trabalho teve como objetivo promover a germinagéo
das sementes e verificar a capacidade morfogénica in vitro de segmentos nodais
da espécie Passiflora setacea, visando a conservacdo in vitro dos acessos
multiplicados, que serdo utilizados no programa de melhoramento de
maracujazeiro da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro
(UENF).

3.1.2. REVISAO

3.1.2.1. Origem e botanica do maracujazeiro

A origem da familia Passifloraceae segue um cenario biogeografico
proposto para varios grupos de plantas, originando-se na Africa, cruzando a
Europa e a Asia e chegando ao Novo Mundo por meio de pontes de terra. Os
ancestrais das passifloras chegaram a América Central e se diversificaram
rapidamente, com muitos eventos de dispersao de longa distancia (Muschner et
al., 2012). A América é o principal centro de diversificacdo do género Passiflora,
com aproximadamente 95% das espécies (Lima et al., 2004b).

O maracujazeiro pertence ao género Passiflora e faz parte da familia
Passifloraceae, que compreende 18 géneros, com, aproximadamente, 630
espécies catalogadas (Milward-de-Azevedo e Baumgratz, 2004; Bernacci et al.,
2008). O género Passiflora tem aproximadamente 400 espécies, a maioria
originaria da América Tropical, 120 delas  nativas do Brasil, sendo este o centro
de diversidade genética do género (Bernaci et al., 2003).

O maracujazeiro é uma planta perene, mas, em pomares comerciais, em
virtude da alta incidéncia de doengas como o virus do endurecimento dos frutos,

bacterioses, murcha do fusario e antracnose, a cultura vem sendo replantada



anualmente. A cultura era cultivada por pelo menos trés anos consecutivos antes
da grande incidéncia de doencas (Kudo, 2004; Junqueira et al., 2005; Narita,
2007).

E uma planta trepadeira, robusta, sublenhosa, podendo atingir 10 m de
comprimento. O caule é semiflexivel, lenhoso na base e herbaceo no apice
(Urashima, 1985; Silva e S&o Joseé, 1994; Ruggiero et al., 1996; Vanderplank,
2000).

O sistema radicular do maracujazeiro pode ser do tipo pivotante ou axial,
variando conforme a espécie. HA maior concentracdo de raizes na profundidade
entre 15 e 45 cm do solo. As raizes médias, nesta profundidade, s&o
responsaveis pela sustentacdo da planta, enquanto as pequenas tém a funcéo de
absorcdo de agua e nutrientes. Portanto, o solo deve ser permeavel para
proporcionar adequada distribuicdo das raizes, evitar o encharcamento e permitir
a melhor fixacdo em areas sujeitas a ventos (Carvalho-Okano e Vieira, 2000;
Meletti, 2000).

As folhas sdo alternadas, geralmente simples, inteiras ou lobadas, de
formas varidveis, raramente compostas e de margem inteira ou serrilhada,
normalmente com trés ou cinco nervuras (Silva e Sdo José, 1994; Feuillet e
Macdougal, 2007).

As gavinhas sdo modificacdes foliares que tém a funcdo de prender a
planta a suportes, frequentemente, solitarias nas axilas das folhas. As glandulas
nectariferas ocorrem no peciolo, na margem da bractea ou na parte dorsal da
folha, sendo esta caracteristica taxonémica importante na separacdo entre
espécies e grupos (Cunha et al., 2004; Nunes e Queiroz, 2007).

As flores sdo hermafroditas, actinomorfas, geralmente isoladas ou aos
pares nas axilas das folhas, sendo protegidas na base por bracteas foliaceas.
Além disso, apresentam varios mecanismos que impedem a autofecundacéo,
entre eles, o sistema de autoincompatibilidade do tipo esporofitico (Suassuna et
al. 2003).

A polinizagdo natural do maracujazeiro é comumente feita por
mamangavas, abelhas do género Xylocopa, que, pelo seu grande porte, ao
visitarem a flor do maracujazeiro, encostam seu dorso nos estames, coletando os
grdaos de pdlen, levando-os para os estigmas de outras flores, fazendo a

polinizacdo. Nesse caso, o percentual de pegamento dos frutos depende do



numero de mamangavas presentes no pomar e da frequéncia das aplicacdes de
inseticidas agricolas. A polinizagdo manual tem um efeito positivo no pegamento
de frutos de maracujazeiro, alcangcando 76% de pegamento em flores cruzadas e
polinizadas manualmente (Junqueira et al., 2001; Sanabio, 2001).

O fruto do maracujazeiro é classificado como baga, tem forma ovoide ou
globosa, raramente fusiforme, com polpa mucilaginosa e carnosa. A casca €
coriacea, quebradica e lisa, protegendo o mesocarpo, no interior do qual estao as
sementes (Melletti e Maia, 1999; Cunha et al., 2004).

As sementes do maracujazeiro apresentam germinacdo epigea, sao
classificadas como ortodoxas ou ortodoxas intermediarias. Apresentam forma
oval, sendo comprimidas, numerosas, com testa endurecida, faveolada ou
estriada, providas de arilo saciforme, carnoso ou membranoso, sendo o

endosperma carnoso (Carvalho-Okano e Vieira, 2000).

3.1.2.2. Importancia econdmica do maracujazeiro

As passifloras tém uso diversificado, podendo ser utilizadas in natura,
como plantas ornamentais e medicinais e na indlstria de cosméticos,
farmacéutica e alimentar. A maior parte da producdo do maracujazeiro é
destinada ao consumo de frutas frescas, sendo o restante destinado as
agroindustrias de processamento. O suco € o principal produto das passifloras
(Meletti, 2011). As passifloras s&o utilizadas para a ornamentagéo devido ao fato
de suas flores terem uma beleza exotica, com formas e cores peculiares, que
chamam a atencdo, o0 que possibilita sua insercdo e utilizacdo no mercado
ornamental (Abreu et al., 2009; Santos et al., 2012). Além da ornamentacao, as
passifloras também entram no mercado medicinal por suas folhas, flores, raizes e
frutos serem utilizados para fins medicinais para combater varias doencas (Costa
e Tupinanbd, 2005).

Diante da ampla utilizacdo e aceitacdo no mercado mundial, a cultura do
maracujazeiro apresenta grande importancia no setor agricola (Meletti, 2011). O
Brasil € o maior produtor mundial de maracuja, com uma producdo de 923.035
t/ano. A Regido Nordeste € a que mais produziu nos ultimos anos, sendo

responsavel por mais da metade da producdo nacional, com 671.421 t/ano. Os



Estados que mais produzem a fruta sdo Bahia, Ceara, Espirito Santo, Sergipe,
Minas Gerais, S&o Paulo, Para, Amazoénia, Pernambuco e Goias, destacando-se
a Bahia, maior Estado produtor, com 410.078 t/ano (IBGE, 2011).

O maracujazeiro-azedo (Passiflora edulis Sims) e o maracujazeiro-doce
(Passiflora alata Curtis) sdo as espécies de maior importancia econémica no
Brasil. O cultivo do maracujazeiro-azedo é responséavel por 95% dos plantios no
Pais (Meletti et al., 2011). Além dessas espécies, outras espécies do género
Passiflora, como ‘maracuja-meldao’ (Passiflora quadrangularis L.), ‘maracuja-
suspiro’ (Passiflora nitida HBK), ‘maracuja-azul’ (Passiflora caerulea L.),
‘maracuja-peroba’ (Passiflora laurifolia L.), ‘maracuja-do-mato’ (Passiflora
cincinnata Mast) e ‘maracuja-do-sono’ (Passiflora setacea DC), sdo também
importantes. Entretanto, estas espécies sdo comercializadas apenas em algumas
regides (Meletti et al., 2005).

A Passiflora setacea se destaca por apresentar tolerancia a doencas
como o virus Cowpea aphid-borne mosaic virus (CABMV), mostrando boas
perspectivas para uso em programas de melhoramento (Fonseca, 2009;
Cerqueira-Silva et al.,, 2012a; Santos, 2013). Porém, algumas caracteristicas
fisiolégicas indesejaveis, como dorméncia das sementes e dificuldade de
enraizamento, prejudicam a utilizacdo de técnicas convencionais de propagacao

para esta espécie (Melletti et al., 2002; Santos et al.; 2005).

3.1.2.3. Cultivo in vitro e conservacao do maracujazeiro

As técnicas de cultura de tecidos tém contribuido para melhor entender os
eventos da diferenciacdo celular e para potencializar a exploracdo das plantas
cultivadas, sendo uma alternativa que permite a realizagdo de pesquisas de apoio
as diferentes areas da biologia ou agréarias, auxiliando na obtencdo de materiais
vegetais que apresentam dificuldades de regeneracéo (Lima et al., 2004a; Cid e
Teixeira, 2010).

Portanto, uma alternativa para melhorar a porcentagem de germinacao e
enraizamento de plantas de P. setacea € a cultura de tecidos vegetais, que se
mostrou eficiente na germinacao e propagacao de varias espécies de Passiflora ja

estudadas. Sob esta perspectiva, h4 necessidade de se expandirem estudos
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nessa area com espécies silvestres, que vém apresentando resisténcia a
doencas, nos trabalhos j& desenvolvidos (Biasi et al., 2000; Melletti et al., 2002;
Dias et al., 2003; Isutsa, 2004; Ribeiro et al., 2006; Alexandre et al., 2009;
Fonseca, 2009; Santos et al., 2010, Garcia et al., 2011; Rosa e Dornelas, 2012).

No género Passiflora, apenas 3% das espécies foram cultivadas in vitro,
sendo que a espécie mais cultivada foi a Passiflora edulis. Os estudos relativos a
cultura de tecidos em Passiflora incluem varias areas de aplicacdo desta técnica
(Lima et al., 2004a; Passos e Bernacci, 2005).

A propagacdo seminifera in vitro € uma técnica de cultura de tecidos
utilizada em espécies de Passiflora por ser uma alternativa para resolver
problemas como a dorméncia das sementes (Passos et al., 2004; Santos et al.,
2010; Barros et al., 2011; Carvalho et al., 2012; Soares et al., 2012).

Um dos métodos usados para quebra de dorméncia in vitro de espécies
de Passiflora é o tratamento mecanico, escarificando ou retirando totalmente o
tegumento das sementes antes da inoculacdo em diversos meios de cultura
(Zonta et al., 2005; Junghans et al., 2010; Santos et al., 2010; Carvalho et al.,
2012).

Outra opcado para germinacdo de sementes de Passiflora € 0 uso de
reguladores de crescimento, sendo o &cido giberélico (GAs) o0 mais usado.
Carvalho et al. (2012), ao trabalharem com germinacdo de Passiflora gibertii,
utilizando GA3 nas concentragdes de 28,87; 57,74; 86,61 e 115,47 pmol L e
Hunhoff et al. (2011), com Passiflora quadrangularis, usando 1,44 e 2,88 pymol L™
de GA3; no meio de cultura, ndo verificaram influéncia deste regulador de
crescimento na germinagdo in vitro destas espécies. Ja Passos et al. (2004),
estudando Passiflora nitida, observaram que a concentracdo de GA; mais
adequada para germinacdo foi a de 2.880 pmol L™. Estes resultados mostram a
diversidade de concentracdes de GA3; usadas para plantas do género Passiflora,
indicando a necessidade de estabelecer protocolos de cultivo in vitro para as mais
diversas espécies desse grupo de plantas.

Além da propagacgdo seminifera in vitro, outro método utilizado para
propagar as passifloras € a micropropagag¢do ou propagacao vegetativa in vitro,
que compreende a maioria dos trabalhos desenvolvidos com a cultura do

maracujazeiro (Kawata et al., 1995; Biasi et al., 2000; Koch e Zanette, 2000; Lima
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et al., 2004a; Passos e Bernacci, 2005; Santos et al.; 2010; Silva et al., 2011;
Rosa e Dornelas, 2012; Soares et al., 2012).

A micropropagacdo em algumas espécies tem mostrado importantes
vantagens em comparacdo com o0s sistemas convencionais de propagacao
(Passos e Bernacci, 2005; Guerra e Nodari, 2006). No género Passiflora, a
micropropagacgao foi descrita pela primeira vez por Moran-Robles (1978) e,
posteriormente, por Kantharajah & Dodd (1990) e Dornelas & Vieira (1994). O
potencial propagativo em Passiflora varia de acordo com cada espécie e com a
origem do explante (Lima et al., 2004a).

Busilacchi (2008), trabalhando com Passiflora caerulea, e GOmez e
Gonzales (2010), trabalhando com Passiflora edulis e Passiflora quadrangularis,
obtiveram sucesso na micropropagacao destas espécies utilizando diferentes
concentracfes de 6-benzil amino purina (BAP).

Protocolos de propagacdo seminifera in vitro e micropropagacdo sao
ferramentas importantes para a conservacao in vitro do género Passiflora (Passos
e Bernacci, 2005). A conservacdo de germoplasma in vitro de espécies de
Passiflora € uma alternativa atrativa para reduzir os custos de manutencéo e
tornar o processo de conservacao da colecdo mais eficiente (Lima et al., 2004b).

Faria et al. (2006), trabalhando com Passiflora giberti, comprovaram ser
possivel conservar esta espécie sob crescimento lento in vitro. Nesse estudo,
microplantas de maracujazeiro foram cultivadas em meio de cultura MS
suplementado com 10 ou 20 g L™ de sorbitol, na auséncia de sacarose.

Contudo, ainda sdo escassos o0s trabalhos de conservacao in vitro com
passifloras. H& necessidade de avancos nos estudos basicos para
estabelecimento de protocolos de cultivo in vitro adequados para conservar

espécies deste género (Faleiro et al., 2012).

3.1.3. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Setor de Horticultura do
Laboratério de Fitotecnia (LFIT) e na camara de crescimento do Laboratério de

Melhoramento Genético Vegetal (LMGV), do Centro de Ciéncias e Tecnologias



12

Agropecuarias (CCTA), da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro (UENF).

3.1.3.1. Descricao do germoplasma

O material vegetal utilizado foi constituido de sementes do gendtipo
UESC365 cultivado no Colégio Agricola Antbnio Sarlo, no Municipio de Campos
dos Goytacazes, Regido Norte do Estado do Rio de Janeiro. O gendtipo
UESC365 é proveniente de sementes doadas pelo Banco Ativo de Germoplasma
da UESC (BAG-Passifloras), localizado no campus da Universidade Estadual de
Santa Cruz (UESC), llhéus, Bahia, Brasil.

3.1.3.2. Desinfestacéao

Para desenvolver o protocolo de desinfestacdo de sementes, foi feito um
ensaio no delineamento inteiramente casualizado (DIC), em um esquema fatorial
3 x 3, em que as sementes foram tratadas com trés diferentes concentragdes de
hipoclorito de sédio (NaClO) (0,00; 0,25 e 0,50 %) durante 5, 10 ou 15 minutos,
respectivamente, com nove repeticdes. Cada repeticao foi constituida de um tubo
de ensaio com 10 mL de meio de cultura e uma semente.

Foram retirados os tegumentos das sementes antes da desinfestacédo e
inoculacao (Alexandre et al., 2009). O procedimento de desinfestacao foi feito em
camara de fluxo laminar com imersao das sementes sem tegumento em alcool 70
% por 30 segundos, nas diferentes concentragbes de hipoclorito de sodio, e
enxaguadas quatro vezes em agua desionizada e autoclavada.

As sementes foram inoculadas em meio MS e vitaminas de White
(Murashige e Skoog, 1962) com metade da concentracdo dos sais minerais,
acrescidos de 30 g L™ de sacarose, 100 mg L™ de mio-inositol, e cultivadas por 30
dias em luz (fornecida por lampadas fluorescentes OSRAM® luz do dia) com

irradiancia de 25 pmol m? s*

, fotoperiodo de 16:8 horas (luz: escuro) e
temperatura de 27+ 2°C. Apds 30 dias, o material foi avaliado pela contagem do

namero de sementes germinadas e pelo nimero de contaminacgodes.
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Os dados em percentagem foram analisados pela estatistica descritiva,
utilizando o desvio padrdo. O melhor tratamento de desinfestagdo de sementes

sem tegumento de P. setacea foi utilizado no experimento de germinacao in vitro.
3.1.3.3. Germinacao in vitro

Para a etapa de germinacdo das sementes in vitro, o delineamento
utilizado foi o DIC, em um esquema fatorial 2 x 3 x 2, em que foram usados 0s
meios MS completo e com a metade da concentracdo de sais minerais e as
vitaminas de White (Murashige e Skoog, 1962), acrescidos de 30 g L™ de
sacarose, 100 mg L™ de mio-inositol e trés concentracdes de GA; (0,00; 1,44 e
2,88 pmol L™), ficando metade dos tratamentos no escuro e a outra metade em
luz (fornecida por lampadas fluorescentes OSRAM® luz do dia, irradiancia de 25
umol m? s e fotoperiodo de 16:8 horas luz: escuro) e temperatura de 27+ 2 °C,
com 50 repeticBes. Cada repeticao foi constituida por um tubo de ensaio com 10
mL de meio de cultura e uma semente sem tegumento.

Para inoculacéo, foi retirado o tegumento das sementes (Alexandre et al.,
2009), e estas foram desinfestadas em alcool 70% por 30 segundos, hipoclorito a
0,25% por 15 minutos, enxaguadas quatro vezes em Aagua desionizada e
autoclavada. Apés 30 dias de cultivo in vitro, o material foi avaliado pela contagem
do numero de sementes que emitiram radicula e se desenvolveram em uma
plantula completa.

Os dados em percentagem foram analisados pela estatistica descritiva,

utilizando o desvio padréo.

3.1.3.4. Aclimatizacgéo

A aclimatizagdo foi conduzida em um delineamento inteiramente
casualizado, em que foram utilizados os substratos S| - areia, Sl - Basaplant®
Hortalica e SlII - Basaplant® Hortalica + areia (1:1 v/v), com 25 repeticbes cada.

As plantulas de P. setacea germinadas in vitro foram aclimatizadas em

copos plasticos descartaveis com capacidade de 200 mL e mantidas em camara
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de crescimento com temperatura, umidade e fotoperiodo controlados em 26+ 2
°C, 80% e 16 horas de luz e 8 horas de escuro.

Os substratos foram esterilizados em autoclave a 120 °C, 1 atm durante
uma hora, por trés vezes, com um intervalo de 24 horas entre cada autoclavagem.

A avaliacdo do experimento de aclimatizacéo foi feita pela contagem de
plantas sobreviventes.

Os dados em percentagem foram analisados pela estatistica descritiva,

utilizando o desvio padréo.

3.1.3.5. Morfogénese

O material vegetal utilizado como fonte de explantes para enraizamento e
multiplicacéo foi constituido de segmentos nodais de plantulas cultivadas in vitro.
Para a etapa de obtencdo das plantulas, foram utilizados os sais de MS
(Murashige e Skoog, 1962), acrescidos de 30 g L™ de sacarose, 100 mg L™ de
mio-inositol e vitaminas de White.

Apbs a retirada do tegumento (Alexandre et al., 2009), as sementes foram
desinfestadas em &lcool 70% por 30 segundos, hipoclorito de sédio a 0,25% por
15 minutos e enxaguadas quatro vezes em agua desionizada e autoclavada, em
camara de fluxo laminar. Em seguida, foram inoculadas 10 sementes por frasco
contendo 40 mL de meio. Os frascos foram levados para a sala de crescimento
com temperatura controlada em 27+ 2 °C, ficando inicialmente no escuro. Apos
sete dias no escuro, o material foi transferido para luz (fornecida por lampadas
fluorescentes OSRAM® luz do dia, irradiancia de 25 pmol m? s e fotoperiodo de
16:8 horas luz: escuro), permanecendo nessas condi¢cdes por 60 dias.

Para inoculacdo dos segmentos nodais provenientes das plantulas
germinadas in vitro, o experimento foi conduzido na forma de DIC em um
esquema fatorial 5 x 4 x 3, sendo usadas cinco concentragdes de AIB (0,00; 1,23;
2,46; 4,92 e 9,84 pmol L™, quatro concentracdes de BAP (0,00; 1,11; 2,22 e 4,44
umol L™) e trés tipos de segmentos nodais em meio MS (Murashige e Skoog,
1962) com a metade da concentracdo de sais minerais, acrescidos de 30 g L™ de

sacarose, 100 mg L™ de mio-inositol e vitaminas de White, com 10 repeticées.
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Cada repeticao foi constituida por um frasco contendo 40 mL de meio de cultura e
todos os segmentos nodais de uma plantula.

Os segmentos nodais das plantulas inoculados em camara de fluxo
laminar foram divididos em segmento basal, mediano e apical (Figura 1). Cada
plantula foi considerada uma repeticdo. Apdés a inoculacdo, os frascos foram
levados para a sala de cultivo com temperatura controlada em 27+ 2 °C e luz
fornecida por lampadas fluorescentes OSRAM® luz do dia, irradiancia de 25 pmol

m? s e fotoperiodo de 16:8 horas luz: escuro.

Figura 1. Divisao da plantula para inoculagdo em meio MS contendo diferentes
concentragdes de AIB e BAP. UENF, Campos dos Goytacazes, RJ, 2013.

A avaliacdo do experimento foi feita apds 30 dias, quando foram contadas
a quantidade de brotacdes por segmento e a quantidade de segmentos nodais
gue enraizaram.

Os dados do numero de brotacdes foram submetidos a ANOVA e, em
seguida, ao teste de agrupamento de médias Scott-Knott, com auxilio do

programa computacional Genes (Cruz, 2013).
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3.1.4. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1.4.1. Desinfestacéao

Houve baixa porcentagem de contaminacdo em todos os tratamentos,
nao ocorrendo qualquer tipo de contaminacéo, seja por fungos ou bactérias, em
mais de 90% dos tratamentos com NaClO, Figura 2, constatando, assim, que o
protocolo de desinfestacdo foi eficiente. Portanto, as diferentes concentracdes de
NaClO mostraram semelhante capacidade germicida, ndo se distinguindo entre si.
Possivelmente, a baixa taxa de contaminacéo tenha sido favorecida pela retirada

do tegumento, o que aumentou a eficiéncia do processo de desinfestacao.
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Figura 2. Contaminacado (%) de sementes sem tegumento de Passiflora setacea
in vitro. UENF, Campos dos Goytacazes, RJ, 2013.

Segundo Cid e Zimmermann (2006), o hipoclorito de sédio (NaClO)
apresenta como uma das vantagens a facil solubilidade em agua, sendo,
portanto, de facil remocé&o, 0 que evita efeitos residuais toxicos que possam
provocar oxidacdo nos explantes. O NaClO € o produto mais utilizado na assepsia

dos explantes para inoculagdo in vitro, sendo empregado em  diversas
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concentracdes, variando de 0,1% a 2,5%, entre 5 a 30 min. No que diz respeito a
esse experimento, a utilizacdo de 0,25 e 0,5% de NaClO foi eficiente para a
desinfestacdo dos explantes.

Em sementes de P. alata D., o hipoclorito de sédio a 0,5; 1,0; 1,5 e
2,0% foi eficiente na desinfestacdo, ao contrario do uso apenas do alcool 70%
(Zucoloto et al., 2006). Esses resultados se assemelham aos obtidos neste
trabalho, em que as maiores taxas de contaminacdo foram verificadas em
tratamentos sem NaClO.

O menor percentual de contaminagcdo (0%), Figura 2, e o maior de
germinacdo (100%), Figura 3, corresponderam ao critério empregado para
selecionar o protocolo de desinfestacéo (0,25% de NaClO por 15 minutos) para as

sementes sem tegumento de P. setacea.
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Figura 3. Germinacao (%) de sementes sem tegumento de Passiflora setacea in
vitro do experimento de desinfestacdo. UENF, Campos dos Goytacazes, RJ,
2013.

3.1.4.2. Germinacao

Aos 30 dias de inoculacao das sementes de P. setacea sem tegumento,
houve crescimento das plantulas nos diferentes tratamentos (Figura 4).
Em passifloras, a retirada total do tegumento das sementes para o cultivo

in vitro € um tratamento fisico eficiente, pois estudos mostram que sementes com
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tegumento ndo germinam eficientemente, levando a acreditar que ha algum tipo
de dorméncia induzida pelo tegumento, que pode estar relacionada aos
mecanismos de controle de entrada de agua para o interior das sementes ou de
substancias inibidoras do crescimento presentes nos envoltérios da semente
(Dias et al., 2003; Alexandre et al., 2009).

Figura 4. A) Sementes sem tegumento de Passiflora setacea inoculadas in vitro.
B) Plantulas de P. setacea crescidas, apresentando raizes e parte aérea. UENF,
Campos dos Goytacazes, RJ, 2013.

Os melhores resultados para a taxa de germinacdo das sementes de P.
setacea sem tegumento foram proporcionados pelos tratamentos ¥2MS - luz
(66%), ¥2MS — escuro (68%) e MS — escuro (68%) sem GA; (Figura 5). Com base
nesses resultados, pode-se inferir que ndo ha necessidade de adicdo de GA3 para
germinacdo de sementes sem tegumento de P. setacea. O ¥2aMS e 0 MS néo
apresentaram diferenca quando submetidos ao escuro, contudo, na luz, houve
diferenca entre as duas concentracfes dos meios de cultura.

Carvalho et al. (2012), ao empregarem GAz na germinacao de Passiflora
gibertii, e Hunhoff et al. (2011), de Passiflora quadrangularis, ndo verificaram
influéncia da giberelina na germinacgéao in vitro destas espécies, assemelhando-se
aos resultados obtidos neste trabalho.

Entretanto, Passos et al. (2004), ao estudarem o uso de GAs; na
germinacao de sementes de Passiflora nitida, observaram que a concentracao de
2,88 umol L™ foi a mais adequada. Estes trabalhos mostram a diversidade de
concentracbes de GA3; usadas para as plantas do género Passiflora, indicando

7z

gue para cada espécie deste género é necessario 0 estabelecimento de um
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protocolo de germinacao in vitro, pois cada espécie pode responder de diferentes
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Figura 5. Germinacao (%) de sementes sem tegumento de Passiflora setacea em
meio MS, com diferentes concentracdes de GA;. UENF, Campos dos Goytacazes,
RJ, 2013.

A propagacao seminifera in vitro utilizando reguladores de crescimento é
comum em espécies de Passiflora, sendo, em alguns casos, uma alternativa para
aumentar a taxa de germinacdo das sementes e resolver problemas como
dorméncia, caracteristica presente em varias espécies de passifloras (Passos et
al., 2004; Santos et al., 2010; Barros et al., 2011; Carvalho et al., 2012; Soares et
al., 2012). Neste estudo, a utilizacdo de GAs nado foi eficiente para aumentar a
taxa de germinacéo, ja que as melhores taxas foram obtidas nos tratamentos que
nao continham regulador de crescimento.

No que se refere a luminosidade para a germinacdo de sementes de P.
setacea sem tegumento, Figura 5, foi constatada diferenca entre a luz e o escuro
na germinacdo das sementes, para a maioria dos tratamentos (Figura 5). Em
todos os tratamentos no escuro, as médias foram superiores as da luz, podendo
as sementes de P. setacea ser classificadas como fotoblasticas negativas. Estes
resultados divergem do trabalho desenvolvido por Passos et al. (2004), em que a

luz e o escuro ndo apresentaram diferenca significativa na germinacdo das
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sementes de Passiflora nitida, mostrando ser esta caracteristica dependente da

espécie.

3.1.4.3. Aclimatizacéo

A figura 6 mostra, para o experimento de aclimatizacdo, a porcentagem
de sobrevivéncia das plantulas de P. setacea em diferentes substratos. Os
resultados do experimento indicam que a maior porcentagem de crescimento das
plantulas de P. setacea ocorreu no substrato composto apenas por areia, quando
comparada aos substratos com Basaplant® Hortalicas e Basaplant® Hortalicas +

areia, que apresentaram baixa taxa de sobrevivéncia (Figura 6).
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Figura 6. Sobrevivéncia (%) das plantulas de P. setacea apds a aclimatizacao.
UENF, Campos dos Goytacazes, RJ, 2013.

Mendonga et al. (2006), ao trabalharem com maracujazeiro-azedo,
usaram dois tipos de substratos, A (composto organico + areia + solo na
proporcdo de 1:1:3 em volume) e B (Plantmax®+ areia + solo na proporcdo de
1:1:3 em volume), e constataram que o substrato A proporcionou maior niumero
de folhas e comprimento e matéria seca da raiz.

Lopes et al. (2007) observaram, em plantulas obtidas de sementes de
frutos murchos com arilo do maracujazeiro-azedo, uma velocidade de emergéncia
semelhante, quando semeadas na areia e no substrato areia + terra + esterco.

Como observado nos trabalhos acima, os substratos que continham areia

na sua composicdo apresentaram os melhores resultados, sugerindo que as
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passifloras necessitam de substratos leves e com boa aeracdo e drenagem
durante a aclimatizacdo das mudas. A areia, por suas caracteristicas, confere
condi¢bes adequadas de substrato, como porosidade, que permite 0 movimento

de agua e ar no substrato (Nogueira et al., 2003).

3.1.4.4. Morfogénese in vitro

Para niamero de brotacfes, 0s segmentos basais apresentaram maior
nimero (3,8) por segmento nodal para o tratamento AIB (0,00 pmol L) + BAP
(1,11 pmol L), que ndo se diferenciou significativamente dos tratamentos AIB
(0,00 pmol L™) + BAP (2,22 pmol L™); AIB (0,00 pmol L™) + BAP (4,44 pmol L™);
AIB (1,23 pmol L) + BAP (4,44 pmol L™); AIB (2,46 umol L™) + BAP (2,22 umol L’
1 e AIB (4,92 pmol L) + BAP (4,44 umol L™) (Tabela 1).

De modo geral, com aumento da concentracdo dos reguladores de
crescimento AIB e BAP, houve diminuicdo no numero de brotacdes, tendo sido os
segmentos apicais 0s que reagiram menos aos efeitos dos reguladores de
crescimento (Tabela 1).

O que também pbde ser verificado é que o uso concomitante de AIB e
BAP no meio de cultura ndo € interessante para obter o maior numero de
brotacdes, indicando que o0 uso desses reguladores deve ser feito
separadamente para obter melhores resultados. No segmento apical, os melhores
tratamentos foram os AIB (0,00 pmol L™) + BAP (1,11 pmol L™*; 2,22 umol L™ BAP
e 4,44 pmol L), Tabela 1, indicando que os tratamentos com BAP agiram de
forma eficiente quando ndo continham AIB. Estes resultados podem ser devidos
ao maior nivel endégeno de auxina nos segmentos apicais. O mesmo nao ocorreu

para 0s segmentos basais e medianos.
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Tabela 1. Média do numero de brotacdes por segmento de Passiflora setacea.
UENF, Campos dos Goytacazes, RJ, 2013.

AIB + BAP (umol L™) ISA ’SM ’sB ‘MTS
0,00 + 0,00 0.3b* 0.5b 0.5b 0.4b
0,00 + 1,11 1.6a 1.2a 3.8a 2.2a
0,00 + 2,22 1.0a 1.4a 3.0a 1.8a
0,00 + 4,44 1.0a 1.1a 2.9a 1.6a
1,23 + 0,00 0.6b 0.8b 1.3b 0.9b
1,23 +1,11 0.5b 0.6b 0.8b 0.6b
1,23 +2,22 0.5b 1.0a 1.8b 1.1b
1,23 +4,44 0.5b 1.1a 2.8a 1l.4a
2,46 + 0,00 0.5b 0.7b 1.2b 0.8b
2,46 + 1,11 0.5b 0.8b 1.6b 0.9b
2,46 + 2,22 0.6b 1.2a 2.2a 1.3a
2,46 + 4,44 0.6b 1.2a 0.9b 0.9b
4,92 + 0,00 0.1b 0.4b 0.7b 0.4b
4,92 + 1,11 0.6b 0.4b 1.1b 0.7b
4,92 + 2,22 0.4b 0.6b 1.3b 0.7b
4,92 + 4,44 0.4b 0.7b 2.3a 1.1b
9,84 + 0,00 0.2b 0.1b 0.0b 0.1b
9,84 + 1,11 0.4b 0.7b 1.5b 0.8b
9,84 + 2,22 0.0b 0.4b 1.0b 0.4b
9,84 + 4,44 0.6b 1.0a 1.1b 0.9b
C.V. 134.4 83.4 95.9 77.0

*Médias seguidas pela mesma letra constituem grupo estatisticamente homogéneo, pelo teste de
Scott-Knott a 5% de probabilidade. 'SA = segmento apical; ’SM = Segmento mediano; ’SB =
segmento basal *“MTS = média total dos segmentos.

A porcentagem de enraizamento nos segmentos basais foi de 10% para
os tratamentos AIB (0,00 umol L™) + BAP (0,00 pmol L™); AIB (1,23 pmol L) +
BAP (0,00 umol L™); AIB (1,23 pmol L) + BAP (2,22 pmol L™); AIB (2,46 umol L™
+ BAP (2,22 pmol L™); AIB (4,92 pmol L) + BAP (0,00 pmol L™); AIB (4,92 pmol
LY + BAP (2,22 pmol L™); AIB (9,84 pmol L) + BAP (1,11 pmol L™?) e AIB (9,84
pumol L) + BAP (2,22 umol L) e de 30% para o tratamento AIB (9,84 pmol L™?) +
BAP (0,00 umol L™), sendo que os demais tratamentos ndo promoveram
enraizamento adventicio (Figura 7). Nos segmentos medianos e apicais, nao foi
observada nenhuma formacéo de raizes. Embora a taxa de enraizamento tenha
sido baixa, esse resultado mostra que o AIB influenciou positivamente no
enraizamento das plantas como esperado, indicando que o AIB agiu
independentemente do BAP.
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Figura 7. Enraizamento (%) dos segmentos nodais basais de Passiflora setacea
em meio ¥2 MS com diferentes concentracdes de AIB e BAP. UENF, Campos dos
Goytacazes, RJ, 2013.

A maioria das passifloras sdo alogamas por terem mecanismos de
autocompatibilidade esporofitica e gametofitica que impedem a autofecundacéo,
gerando efeito segregante (Braga et al., 2006), que pode explicar a baixa taxa de
enraizamento da P. setacea, sendo que algumas plantas apresentam maior
predisposicdo genética ao enraizamento do que outras. Outro fator que pode ter
influenciado a taxa de enraizamento da Passiflora setacea é a dificuldade de
enraizamento da espécie (Melletti et al., 2002; Santos et al., 2005).

Santos et al. (2010), ao trabalharem com Passiflora setacea utilizando
diferentes tipos de meios de cultura sem adicdo de reguladores de crescimento,
nao verificaram presenca de raizes e de brotacdes laterais em todos os
tratamentos, comprovando sua dificuldade para enraizar.

Os resultados para enraizamento e brotacdo de Passiflora setacea
indicam que o AIB e o BAP devem ser usados separadamente para enraizar e
obter maior nimero de brotacfes, respectivamente, por apresentarem melhores
resultados.

Koch e Zanette (2000), ao usarem AIB e BAP em Passiflora actinia,
verificaram melhor desempenho quando empregados separadamente, pois houve
intensa formacé&o de brotos utilizando somente o BAP e alta taxa de enraizamento

utilizando somente o AIB, porém gquando os dois reguladores de crescimento
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foram empregados juntos houve diminuicdo na quantidade de brotacbes e
enraizamento dos segmentos nodais.

Os segmentos nodais basais proporcionaram a melhor média de
brotacdes, Tabela 1, e a melhor taxa de enraizamento, Figura 7, destacando-se
entre os segmentos apical e mediano.

A Figura 8 A mostra as brotagbes em segmento nodal basal em meio MS
suplementado com BAP e a Figura 8 B, o segmento nodal basal enraizado em

meio MS suplementado com AIB.

Figura 8. Segmentos nodais de Passiflora setacea cultivada in vitro com adicao
de reguladores de crescimento (AIB e BAP). A) Segmento nodal basal com
brotagbes; B) Segmento nodal basal enraizado. UENF, Campos dos Goytacazes,
RJ, 2013.

O uso de segmentos de plantulas cultivadas in vitro foi um fator
importante para o sucesso do experimento, pois, segundo Dias et al. (2003), a
utilizacdo de plantulas germinadas in vitro, como fonte de segmentos de
hipocotilo, é bastante promissora, visto a contaminagdo ser eliminada ao
desinfestar as sementes. Além disso, segmentos de plantulas sdo importantes
pelo fato de sua juvenilidade proporcionar explantes que apresentam alta
resposta morfogénica nos cultivos in vitro.

A concentragédo e o tempo de exposicdo ao AIB e BAP utilizados foram
eficientes para multiplicagdo dos explantes e indugdo do enraizamento. Esse
tempo influenciou os tecidos cultivados de forma positiva, levando-os a

desenvolver raizes e brotagdes.
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Acredita-se que um tempo maior que 35 dias de exposicdo dos
segmentos nodais aos reguladores de crescimento seria prejudicial, visto que a
partir dos 30 dias os segmentos comecaram a perder o vigor, sendo que alguns
morreram. Sendo assim, foi necessario realizar a troca dos segmentos para meio
contendo os sais do MS suplementado com 30 g L™ de sacarose, 100 mg L™ de
mio-inositol e vitaminas de White. ApOs essa troca, foi observado que, em
aproximadamente dois meses, 0S segmentos que nao enraizaram quando
expostos aos reguladores desenvolveram raizes, mostrando uma boa perspectiva
para utilizar essa metodologia para enraizamento de Passiflora setacea.

Estes estudos mostram boas perspectivas para o futuro da conservacao
in vitro de P. setacea, pois o estabelecimento de protocolos de desinfestacao,
germinacao e multiplicagdo in vitro corresponde aos primeiros passos para que se
tenham explantes disponiveis para futuros experimentos de conservacgéao in vitro,

utilizando a técnica de meio de cultivo minimo.

3.1.5. CONCLUSOES

O melhor tratamento para desinfestacdo de sementes sem tegumento de
P. setacea foi com hipoclorito de sédio (0,25%) por 15 minutos.

N&o ha necessidade de adicdo de GAg3, e 0 escuro é o melhor tratamento
para a germinacdo de sementes sem tegumento de P. setacea, sendo as
sementes desta espécie classificadas como fotoblasticas negativas. Os meios de
cultura ¥2MS e MS néo diferem entre si no escuro.

A areia foi o melhor substrato para aclimatizar plantulas de P. setacea.

Os reguladores de crescimento atuaram separadamente na formagéo de
raizes e de brotagbes neste tipo de explante de P. setacea, tendo sido o
tratamento sem AIB + 1,11 umol L™ BAP o mais indicado para a multiplicacéo e o
9,84 pmol L™ AIB + sem BAP o mais indicado para o enraizamento, devendo ser
utilizados para o estabelecimento de explantes de P. setacea in vitro a serem
conservados.

O segmento nodal basal apresentou melhor desempenho na formagéao de

brotos e raizes.
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3.2. RESISTENCIA AO Cowpea aphid-borne mosaic virus EM PLANTAS
ACLIMATIZADAS DE Passiflora setacea

3.2.1. INTRODUCAO

A cultura do maracujazeiro tem grande importancia no setor agricola em
funcdo de sua ampla utilizac&do e aceitacdo no mercado mundial (Meletti, 2011). O
Brasil € o maior produtor mundial de maracujazeiro-azedo, com uma producao de
923.035 t/ano (IBGE, 2011). Entretanto, tem sido registrada uma reducéo na
produtividade e na longevidade desta cultura, principalmente em decorréncia das
doencas, que sado consideradas fatores limitantes para a manutencao e expansao
da passicultura. Essas doencas afetam a planta desde a fase de sementeira até a
planta adulta, prejudicando raizes, caule, folhas, flores e frutos (Santos Filho e
Santos, 2003).

Entre as doencas que acometem a passicultura, em todos os Estados
produtores, a virose do endurecimento dos frutos € considerada a mais importante
economicamente (Kitajima et al., 1986; S&o José et al., 2011). Esta doenca esta
presente nas principais areas produtoras do Brasil e é causada pelo virus Cowpea
aphid-borne mosaic virus (CABMV). O CABMV é uma espécie do género
Potyvirus que pode ser transmitido por pulgdes e mecanicamente por meio de
extrato foliar tamponado e por enxertia (Barbosa et al., 2006; Narita, 2007).

As espécies silvestres vém apresentando importante potencial em

programas de melhoramento genético do maracujazeiro por apresentarem
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caracteristicas importantes para o melhoramento, como a resisténcia a doencas.
Estudos comprovam que, dependendo da espécie, por meio de cruzamentos
artificiais, podem ser obtidos hibridos férteis e promissores para 0 melhoramento
(Junqueira et al., 2005; Santos, 2013).

A Passiflora setacea se destaca por apresentar resisténcia a diversas
doencas, sendo utilizada em cruzamentos interespecificos com a espécie
cultivada para a transferéncia de resisténcia ao CABMV (Fonseca, 2008; Santos
2013).

Desta forma, o objetivo deste estudo foi identificar plantas de P. setacea
resistentes ao CABMYV, visando a conservacao in vitro dos genétipos resistentes,
que serao utilizados no programa de melhoramento genético do maracujazeiro da

Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF).

3.2.2. REVISAO

3.2.2.1. Doencas do maracujazeiro

O Brasil é considerado o maior centro de diversidade genética do género
Passiflora e o maior produtor mundial de maracujazeiro-azedo, porém, tem sido
registrada uma reducdo na produtividade e na longevidade desta cultura,
principalmente em decorréncia das doengas, que sao consideradas fatores
limitantes para a manutencao e expansao da passicultura (Junqueira et al., 2006).

O maracujazeiro pode ser acometido por varias doencas causadas por
diversos fitopatbgenos, como fungos, bactérias e virus, que causam Sérios
problemas a cultura. Entre as principais doen¢as que acometem o maracujazeiro
no Brasil, presentes nas principais areas produtoras, estdo a antracnose
(Colletotrichum gloeosporioides) (Fischer et al., 2007; Medeiros e Peruch, 2012);
a verrugose (Cladosporium cladosporioides) (Faria, 2008; Santos et al., 2008); a
bacteriose (Xanthomonas axonopolis pv. passiflorae) (Junqueira et al., 2003;
Miranda, 2004; Boro et al., 2011); a murcha do fusario (Fusarium oxysporum f. sp.
passiflorae) (Junqueira et al.,, 2006; Flores et al., 2012); e a virose do

endurecimento dos frutos, causada pelo virus Cowpea Aphid-borne Mosaic Virus
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(CABMV) (Nascimento et al., 2004; Junqueira et al., 2005; Nascimento et al.,
2006).

3.2.2.1.2. Virose do endurecimento dos frutos

O virus causador do endurecimento dos frutos (CABMV) é considerado a
virose economicamente mais importante da cultura do maracuja (Kitajima et al.,
1986; Sdo José et al., 2011).

A virose do endurecimento dos frutos foi descrita pela primeira vez na
Australia (Shukla e Ward, 1988). Posteriormente, no continente americano
(Chagas et al., 1981) e africano (Meckern et. al., 1994). No Brasil, foi identificada
pela primeira vez em plantios comerciais de maracuja-azedo, no Estado da Bahia,
no final da década de 70 (Yamashiro e Chagas, 1979). Nas décadas seguintes, foi
descrita nos demais estados, estando presente nas principais areas produtoras do
Brasil (Barbosa e Braganca, 2006; Narita, 2007).

A doenca do endurecimento dos frutos foi inicialmente relacionada ao
virus Passionfruit Woodness Virus (PWV), considerado o Unico causador da
doenca (Kitajima et al., 1986; Shukla e Ward, 1988). Estudos, por meio de analise
molecular, mostram que alguns isolados de virus que causam o endurecimento
dos frutos do maracujazeiro nas principais regides produtoras do Brasil pertencem
a espécie CABMV. Por meio de caracterizacdo molecular, foi comprovada a
identidade de alguns isolados coletados em Pernambuco, Paraiba e Recife, como
sendo estirpes do CABMV, considerando-o a principal espécie do Potyvirus
causador de endurecimento dos frutos do maracujazeiro no Brasil. Até o
momento, nenhum isolado brasileiro sequenciado pertence a espécie PWV
(Nascimento et al., 2004; Zerbini et al., 2005; Nascimento et al., 2006; Moreira,
2008; Cerqueira-Silva et al., 2008; Barros et al., 2011, Silva, 2012).

Os sintomas das plantas infectadas pelo CABMV s&o mosaico comum,
em alguns casos, enrugamento, deformacdes e bolhas no limbo foliar e o
pericarpo espesso e duro. A intensidade dos sintomas foliares pode diminuir ou
quase desaparecer em algumas folhas da haste e, posteriormente, retornar nas
folnas mais novas, sendo esse fator dependente da estirpe do virus e das

condi¢gbes ambientais (Barbosa e Braganca, 2006).
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A transmissdo do virus CABMV no campo pode ser feita por diversas
espécies de afideos, entre eles, Aphis fabae Scopoli, Aphis nerii Boyer de
Fonscolombe, Aphis gossypii Glover, Myzus nicotianae Blackman e Myzus
persicae Sulzer (Narita et al., 2011). O virus também pode ser transmitido
facilmente via extrato foliar tamponado e enxertia (Zerbini et al., 2005; Di Piero et
al., 2006). A relacdo virus-vetor é do tipo ndo persistente, isto é, durante as
picadas de prova, a aquisicdo e a inoculacado do virus pelo inseto séo rapidas.
Assim, o virus nao circula no inseto e, para continuar disseminando, o inseto
precisara alimentar-se novamente de uma planta infectada para adquirir o0 virus
(Yuki et al., 2006).

N&o existe controle quimico para virus do endurecimento dos frutos, e a
técnica da pré-imunizacdo ndo se mostrou vidvel para o maracujazeiro. Plantas
pré-imunizadas séao facilmente infectadas em condi¢cbes de campo por estirpes
mais virulentas. Alternativas de combate e controle ao agente etiolégico do
endurecimento dos frutos estdo sendo pesquisadas, porém a maioria delas
apenas ameniza o problema, e até o momento nenhuma se mostrou eficaz para a
erradicacao da doenca (Melletti et al., 2005).

Como medidas preventivas, tém sido recomendadas a erradicagdo das
plantas sintomaticas; evitar o transito de mudas para diferentes regibes;
eliminacdo de pomares velhos ou abandonados antes do inicio da nova
plantacdo; cuidados nas operacdes de poda e desbrota para evitar a transmissao
mecanica do virus; uso de irrigacao localizada; e plantios em locais isolados.
Estas medidas resultam na reducdo do potencial de transmissdo do inéculo
regional, evitando maiores perdas em relacdo a produtividade de gendtipos de
maracujazeiro-azedo infectados com o CABMV (Sampaio et al., 2008).

Uma alternativa que pode ser utilizada para erradicacdo do virus do
endurecimento dos frutos é o desenvolvimento de plantas resistentes por meio do
silenciamento génico pods-transcricional. Estudos utilizando esta metodologia
mostraram que a maioria das plantas utilizadas ndo promove o silenciamento
génico para todos os isolados de CABMV a que foram submetidas (Alfenas et al.,
2005; Trevisan e Mendes, 2006). Monteiro-Hara et al. (2011), com o intuito de
desenvolver plantas resistentes ao CABMV, obtiveram 118 plantas transgénicas
resistentes, porém, ndo foram realizados experimentos para avaliar essas plantas

em campo. Embora o silenciamento génico seja umas das alternativas mais
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promissoras para a erradicacdo do CABMV, a transgenia tem limitacOes,
especialmente quanto ao risco de escape do transgene para parentes silvestres
(Torres, 2003).

A hibridacéo interespecifica também pode ser uma alternativa para obter
plantas resistentes aos virus CABMV, ja que espécies silvestres vém
apresentando importante potencial em programas de melhoramento genético do
maracujazeiro por apresentarem resisténcia a doencas (Fonseca, 2008; Santos,
2013). Porém, novos estudos sdo essenciais para encontrar uma solucéo eficaz

de combate e controle a virose do endurecimento dos frutos em maracujazeiros.

3.2.2.3. Melhoramento visando a resisténcia a doencas e conservacao do

maracujazeiro

O melhoramento utilizando espécies silvestres de passifloras é uma area
promissora para o desenvolvimento de plantas com resisténcia a diversas
doencas. As espécies silvestres constituem um importante potencial para
programas de melhoramento, por terem caracteristicas como longevidade, melhor
adaptacdo a condicdes climéticas adversas, periodo de florescimento ampliado,
maior concentracdo de componentes quimicos interessantes para industria
farmacéutica e cosmética e resisténcia a doencas, sendo este Ultimo um dos
principais objetivos dos programas de melhoramento com maracujazeiros no
Brasil (Bruckner, 2002; Junqueira et al., 2005; Meletti et al., 2005).

Programas de melhoramento visando a obtencéo de plantas resistentes a
doencas utilizam espécies silvestres do género Passiflora para cruzamentos
interespecificos por apresentarem resisténcia a diversas doencas e
compatibilidade com a espécie P. edulis. (Braga et al., 2005; Junqgueira et al.,
2005).

Pesquisas com o objetivo de identificar a compatibilidade genética entre
espécies de maracujazeiro cultivadas e silvestres mostraram a capacidade de
obter hibridos férteis e promissores para o melhoramento. As espécies silvestres
P. setacea, P. coccinea, P. glandulosa, P. mucronata e P. galbana foram usadas

como genitoras femininas ou masculinas em cruzamento com a espécie cultivada
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P. edulis, produzindo grande niamero de sementes férteis (Junqueira et al., 2005;
Borges et al., 2003; Faleiro et al., 2004, Santos, 2013).

Estudos relatam que as espécies silvestres apresentam alto grau de
resisténcia a doencas e, por isso, tém sido utilizadas em programas de
melhoramento. Entre estas espécies, estdo as P. cincinnata, P. caerulea, P.
incarnata, P. maliformis, P. foetida, P. nitida, P. quadrangularis e P. setacea
(Junqueira et al., 2006). Entre as espécies citadas acima, a Passiflora setacea
D.C. destaca-se por sua elevada resisténcia a varias doencas, entre elas, a morte
precoce (Nectria haematococca) (Fischer, 2003), murcha e podriddo de fusario
(Fusarium solani) (Oliveira et al., 1994), podriddo do colo (Meletti e Bruckner,
2001), antracnose (Colleototrichum gloeosporioides) (Junqueira et al., 2005) e a
virose do endurecimento de frutos (CABMV) (Fonseca 2008; Fonseca et al.,
2009).

Maciel et al. (2009) realizaram um screening com 16 espécies de
passifloras silvestres, objetivando verificar sua reacdo a infeccdo com quatro
isolados brasileiros do CABMV, por meio de inoculacdo mecanica e avaliacdo em
condicdes de casa de vegetacdo. Entre as 16 espécies, a P. suberosa destacou-
se por apresentar resisténcia aos quatro isolados de CABMV testados e a P.
setacea, por ser resistente ao isolado de CABMV do Rio de Janeiro. Estes
resultados indicam a possibilidade de utilizar estas espécies em programas de
melhoramento do maracujazeiro-azedo, visando a resisténcia ao virus CABMV.

Embora a P. suberosa tenha apresentado bom desempenho ao ser
submetida a diferentes in6culos do CABMV, dificuldades poderéo ser encontradas
nos cruzamentos desta espécie com a P. edulis por pertencerem a distintos
subgéneros (Decaloba e Passiflora, respectivamente) e terem numeros de
cromossomos diferentes (2n = 24 e 2n = 18, respectivamente) (Otoni et al., 1996;
Ulmer e MacDougal, 2004).

A P. setacea se destaca, em relacdo a P. suberosa, por haver relatos da
transferéncia de resisténcia ao CABMV desta espécie para a P. edulis,
consequentemente, mostrando ser uma espécie promissora para obtencdo de
plantas resistentes (Fonseca, 2008; Santos 2013).

Os programas de melhoramento, além de objetivarem a resisténcia a
doencas, precisam conservar 0s gendtipos que se mostram potenciais fontes para

o melhoramento do maracujazeiro. Assim, € importante ressaltar que, para o éxito
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de um programa de melhoramento, é necessaria a conservac¢ao do germoplasma
silvestre, que, por sua vez, ainda € pouco conhecido e estudado e precisa ser
bem documentado, caracterizado e avaliado. Desta forma, é indispensavel a
realizacdo de atividades de pré-melhoramento destas espécies silvestres,
principalmente no que se refere a caracterizacdo molecular para estudos de
diversidade (Aukar et al., 2002; Viana et al., 2003).

A etapa seguinte as atividades de pré-melhoramento € a conservacdo do
germoplasma propriamente dita, que pode seguir varias vertentes. A conservacao
do germoplasma das passifloras no Brasil na maioria das vezes é feita em
condicbes de campo, conservacao ex situ, e a Embrapa Mandioca e Fruticultura
tem um dos maiores Bancos Ativos de Germoplasma (BAGs) de Passiflora spp.
(Ferreira, 1999; Lima et al., 2004b).

Embora a maior parte da manutencdo de germoplasma do maracujazeiro
no Brasil seja feita por conservacédo ex situ, este tipo de conservagao exige areas
extensas para o plantio, tornando a protecdo contra patégenos e pragas dificil,
inviabilizando este tipo de cole¢cbes em alguns casos. Por estes motivos, a
conservacao in vitro de algumas espécies € uma alternativa para reduzir os
custos de manutencdo e tornar o processo de conservagao da colecdo mais
eficiente (Lima et al., 2004b).

Faria et al. (2006), ao trabalharem com Passiflora giberti, comprovaram ser
possivel conservar sob crescimento lento, por quatro meses, microplantas de
maracujazeiro em meio de cultura MS suplementado com 10 ou 20 g L™ de
sorbitol, na auséncia de sacarose.

Contudo, ainda sdo escassos os trabalhos de conservacdo in vitro com
Passiflora, sendo necessarios avancos nos estudos basicos para estabelecimento
de protocolos de meios de cultura adequados para conservar espécies do género
Passiflora (Faleiro et al., 2012).

3.2.3. MATERIAL E METODOS

3.2.3.1. Germoplasma e obtencao das plantas parainoculacdo do CABMV
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O germoplasma foi constituido de gendétipos de Passiflora edulis (UENF -
programa de selecdo recorrente do maracujazeiro) provenientes do programa de
selecéo recorrente da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro
e de genotipos de Passiflora setacea oriundos de diferentes procedéncias (Tabela
1).

Tabela 1. Descricdo da procedéncia do germoplasma. UENF, Campos dos
Goytacazes, RJ, 2013.

Germoplasma Procedéncia

Banco de Germoplasma -

P. setacea — BA UESC

Banco de Germoplasma -

P. setacea — RJ UENE

P. setacea - MG Nova Porteirinha (MG)

Programa de selecéo
P. edulis — UENF recorrente do
maracujazeiro

O experimento foi realizado no Setor de Horticultura do Laboratorio de
Fitotecnia (LFIT) e na cAmara de crescimento do Laboratorio de Melhoramento
Genético Vegetal (LMGV), do Centro de Ciéncias e Tecnologias Agropecuarias
(CCTA), da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF).

Para obtencédo das plantulas, foi retirado o tegumento das sementes e
utilizados o meio MS e as vitaminas de White (Murashige e Skoog, 1962),
acrescidos de 30 g L™ de sacarose e 100 mg L™ de mio-inositol.

Apos a retirada do tegumento, as sementes foram desinfestadas em
alcool 70% por 30 segundos, hipoclorito de sédio a 0,25% por 15 minutos e
enxaguadas quatro vezes em agua desionizada e autoclavada, em camara de
fluxo laminar. Em seguida, foram inseridas 10 sementes por frasco contendo 40
mL de meio MS. Os frascos foram levados para a sala de crescimento com
temperatura controlada em 27+ 2 °C, ficando inicialmente no escuro. Apos sete

dias no escuro, o material foi transferido para luz (fornecida por lampadas
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fluorescentes OSRAM® luz do dia, irradiancia de 25 pmol m? s e fotoperiodo de
16:8 horas luz: escuro), permanecendo nessas condi¢bes por aproximadamente
100 dias.

A aclimatizagdo das plantulas de P. setacea e P. edulis germinadas in
vitro foi feita acondicionando as plantulas em camara de crescimento com
temperatura, umidade e fotoperiodo controlados em 26+ 2 °C, 80% e 16 horas de
luz e 8 horas de escuro, respectivamente. Para a aclimatizacéo, foram utilizados
como recipientes copos plasticos descartaveis com capacidade de 200 mL, e o
substrato foi inicialmente areia, esterilizada em autoclave a 120 °C, 1 atm durante
uma hora, por trés vezes, com um intervalo de 24 horas entre cada autoclavagem.

Ap6s 15 dias, foi feita a substituicdo da areia pelo substrato Basaplant® Hortalica.

3.2.3.2. Avaliagéo da resisténcia ao (CABMV)

Para avaliar a resisténcia ao CABMV, foram utilizadas 30 plantas de cada
acesso (Tabela 1). O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado
(DIC), com trés repeticoes.

Como fonte de inoculo, foi utilizado um isolado de CABMV obtido de
plantas de maracujazeiro-azedo com sintomas de mosaico, bolhas e deformacoées
foliares, coletadas na area experimental do Colégio Agricola Anténio Sarlo, em
Campos dos Goytacazes - RJ. Esse isolado foi caracterizado por meio de RT-
PCR (Reverse Transcription — Polymerase Chain Reaction), com iniciadores
desenhados para o anelamento na por¢cao gendmica de Potyvirus correspondente
a proteina de inclusdo citoplasmética cilindrica (Cl) (Ha et al., 2008) e Plate
Trapped Antigen — Enzyme Linked Immunosorbent Assay (PTA-Elisa) (Santos,
2013). Para uma constante producdo de inéculo, o isolado esta sendo mantido
em plantas de maracujazeiro suscetiveis cultivadas em camara de crescimento.

As plantas foram inoculadas mecanicamente, ap0s quatro semanas de
aclimatizacao, com extrato preparado de amostras foliares coletadas de plantas
de maracujazeiro-azedo exibindo sintomas graves de infestacdo pelo CABMV
como mosaico, bolhas e deformacbes foliares. O inoculo para transmisséo
mecanica foi preparado em almofariz por meio de maceracdo do material foliar

infectado, na proporcdo de 1 g de tecido (folha) para 10 ml de solugdo tampao
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fosfato de sédio 0,1 M, pH 7,0, utilizando-se carborundum (600 mesh) como
abrasivo. Quarenta e oito horas apo0s a primeira inoculacdo, as plantas foram
reinoculadas para evitar a incidéncia de escapes. Em cada inoculacdo, foram
infectadas as folhas mais jovens completamente expandidas. Como controle, uma
planta de cada genotipo foi tratada apenas com solucao tampao.

Os resultados foram avaliados por meio de observacfes diarias de
sintomas locais e sistémicos durante um periodo de 30 dias a partir da primeira
inoculacdo. A severidade dos sintomas foliares foi avaliada visualmente por meio
de uma escala de notas de acordo com os sintomas observados, referente a
classificacdo proposta por Novaes e Rezende (1999): 1 = sem sintomas; 2 =
mosaico leve sem deformacdes foliares; 3 = mosaico severo sem deformacgéao

foliar; e 4 = mosaico severo, bolhas e deformacdes foliares (Figura 1).

Figura 1. Folhas de P. edulis classificadas de acordo com a escala de notas: 1 =
sem sintoma; 2 = mosaico leve sem deformacdes foliares; 3 = mosaico severo
sem deformacéo foliar; 4 = mosaico severo, bolhas e deformacgdes foliares. UENF,
Campos dos Goytacazes, RJ, 2013.

Os dados obtidos por meio da escala de notas supracitada foram

utilizados para calcular a Area Abaixo da Curva do Progresso da Doenca
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(AACPD) (Campbell & Madden, 1990) para cada genotipo avaliado, conforme a

expressao:

n-1

Y.+Y,
AACPD=Y —H 1. -T,

2.7

em que:

Y; = proporcéo da doenca na i-ésima observacao;
T; = tempo em dias da i-ésima observagéo; e

n = nimero de observacoes.

Os valores obtidos com o célculo da Area Abaixo da Curva do Progresso
da Doenca (AACPD) foram submetidos a andlise de variancia, utlizando o

programa Genes (Cruz, 2013), seguindo o seguinte modelo estatistico:

Yij =+ Gi + €ij
M = constante geral,

Gi = efeito do gendtipo (NID, 0, TZ); e

eij = erro aletorio (NID, 0, T?).

Tabela 2. Modelo genetico-estatistico com as esperancas dos quadrados médios
utilizados na analise de variancia dos valores do calculo da Area Abaixo da Curva
do Progresso da Doenca. UENF, Campos dos Goytacazes, RJ, 2013.

FV GL QM E(QM)
Genotipo r—1 QMG 8% +rdg
Erro g-1 GME 8
TOTAL g(r-1)

A partir da analise de varidncia da AACPD, foram obtidas as estimativas

de esperanca do quadrado médio. Os parametros estimados foram:

a) Variancia ambiental (52):
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6; _ QME
r
b) Variancia fenotipica (&7 ):
5; = 6—: +8;
c¢) Variancia genotipica (63 ):
8; _ QMG -rl-QME

d) Coeficiente de variagéo genotipica (CVy):

100.,/8;
CV,=———

X
e) Coeficiente de variagdo do experimental (CVe):

_100./82

X

CV

e

f) indice de variacéo (IV):

g) Herdabilidade (h?):
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Apoés a avaliacao visual e identificacdo dos genotipos assintomaticos de
Passiflora setacea, foi feito o PTA-ELISA, em 30 genotipos sem sintomas, com o
objetivo de confirmar a resisténcia ao CABMV. O teste soroldgico PTA-ELISA foi
feito na Agéncia Paulista de Tecnologia dos Agronegocios — Instituto Bioldgico
(Unidade Laboratorial de Referéncia em Fitossanidade). Devido ao grande
namero de plantas assintomaticas, foram selecionadas 10 plantas de cada
procedéncia que apresentavam maior quantidade de folhas, suficientes para fazer
o0 PTA-ELISA.

3.2.4. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.2.4.1. Estimativa de parametros genéticos para AACPD

Houve diferenca significativa para AACPD, indicando a existéncia de
variabilidade entre os gendétipos testados (Tabela 3). O coeficiente de variacao foi
considerado de baixa magnitude, indicando boa precisdo experimental durante a

conducao do experimento (Tabela 3).

Tabela 3. Resumo da analise de variancia para a variavel AACPD para 0s
gendtipos testados para resisténcia ao CABMV. UENF, Campos dos Goytacazes,
RJ, 2013.

FV GL QM
Genotipo 3 23324, 40%*
Erro 116 11,72%
Média 119 42,94
CV (%) 7,97

FV = fonte de variagdo, GL = grau de liberdade, QM = quadrado médio. **Significativo a 1%
(P<0,01) pelo teste F.

A variancia ambiental também foi considerada baixa, indicando pouca

influéncia do ambiente na expresséo da resisténcia ao CABMV, como esperado,
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uma vez que as plantas foram submetidas a condicbes controladas de

temperatura, umidade e fotoperiodo dentro da camara de crescimento (Tabela 4).

Tabela 4. Estimativas dos parametros genéticos obtidos a partir da AACPD para
Passiflora edulis e Passiflora setacea. UENF, Campos dos Goytacazes, RJ, 2013.

Parametros genéticos Valores
2

Variancia ambiental (~2) 0,39
2

Variancia fenotipica (%) 777,48
2

Variancia genotipica (69 ) 777,08

Coeficiente de variagéo genotipica (CVy) 64,91

indice de variacéo (1V) 8,14

Herdabilidade (h?) 99,94

As estimativas de 65e CVy, Tabela 4, foram consideradas de alta
magnitude, revelando a existéncia de uma ampla variabilidade genética entre as
espécies. Este resultado contribui para o melhoramento do maracujazeiro, uma
vez que é possivel selecionar plantas resistentes ao CABMV.

A herdabilidade na populacdo avaliada foi considerada alta (99,94%). Isso
pode ser devido a uma alta variancia genética e baixa influéncia ambiental,
indicando que a resisténcia ao CABMV para esta populacdo € exclusivamente
genética, possivelmente governada por poucos alelos.

A AACPD é comumente utilizada para avaliar a severidade dos sintomas
causados pelo virus CABMV durante um periodo de tempo, e tem sido
empregada em diversos trabalhos com maracujazeiro, mostrando-se eficaz em
distinguir os genotipos em suscetiveis e moderadamente resistentes (Viana, 2007;
Coimbra, 2010; Melo, 2010). Variaveis patométricas, como o indice de doenca
foliar global (IDFG) e producéo de frutos, também foram utilizadas no Sudoeste
da Bahia para avaliar o grau de resisténcia de genétipos de maracujazeiro-azedo,
sendo possivel distinguir gendtipos moderadamente resistentes, suscetiveis e
extremamente suscetiveis (Cerqueira-Silva et al., 2008; Cerqueira-Silva et al.,
2012b).
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Neste estudo, ndo foi possivel discriminar plantas moderadamente
resistentes, ja que todos os genotipos de P. setacea foram altamente resistentes
e os P. edulis, altamente suscetiveis. Isso pode ser facilmente observado pelo alto
valor da herdabilidade, Tabela 4, comprovando que tanto a resisténcia em P.
setacea quanto a suscetibilidade em P. edulis foram caracteristicas altamente

herdaveis para esta populacdo avaliada.

3.2.4.2. Severidade dos sintomas com base na analise visual e na AACPD

Ao longo do periodo de avaliacdo, pdde-se observar ampla variagdo dos
sintomas nos diferentes individuos, desde plantas assintomaticas até plantas com
sintomas severos como mosaico bolhoso e deformacéo foliar.

Todos os genotipos de P. edulis apresentaram sintomas caracteristicos
da infeccdo pelo CABMV, como mosaico bolhoso e deformacao foliar, e
receberam nota 4 ao final da avaliacdo (Figura 3). Em contrapartida, nao foi
constatada presenca dos sintomas do CABMV nas plantas de P. setacea (Figura
2), consequentemente, todos 0s genotipos receberam nota 1 ao final dos 30 dias
de avaliacéo.

Figura 3. Genodtipos de Passiflora edulis. A) Gendtipo com sintomas severos do
virus Cowpea aphid-borne mosaic virus. B) Gendétipo ndo inoculado. UENF,
Campos dos Goytacazes, RJ, 2013.
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Figura 2. Plantas de Passiflora setacea. A) Planta inoculada com o virus Cowpea
aphid-borne mosaic virus; B) Planta controle que n&o foi inoculada. UENF,
Campos dos Goytacazes, RJ, 2013.

Figura 4. Plantas de Passiflora edulis com sintomas do virus do endurecimento
dos frutos. A) Planta com 9 dias de inoculagdo recebendo nota 2 conforme a
escala de notas; B) Planta com 11 dias de inoculacdo recebendo a nota 4
conforme a escala de notas.

Para os gendtipos de P. edulis, houve diferenca na severidade dos
sintomas do CABMV entre os individuos até o 28° dia de avaliacdo. No 30° e
ultimo dia de avaliacéo, todas as plantas obtiveram nota 4.



42

Tabela 5. Valores da AACPD e classificagdo dos genoétipos com base na
avaliacdo visual dos sintomas causados pelo virus CABMV. UENF, Campos dos
Goytacazes, RJ, 2013.

Genétipos Valor Classificacdo® Genétipos  Valor Classificacéo?!

PsMG 1 29 R PsRJ 1 29 R
PsMG 2 29 R PsRJ 2 29 R
PsMG 3 29 R PsRJ 3 29 R
PsMG 4 29 R PsRJ 4 29 R
PsMG 5 29 R PsRJ 5 29 R
PsMG 6 29 R PsRJ 6 29 R
PsMG 7 29 R PsRJ 7 29 R
PsMG 8 29 R PsRJ 8 29 R
PsMG 9 29 R PsRJ 9 29 R
PsMG 10 29 R PsRJ 10 29 R
PsMG 11 29 R PsRJ 11 29 R
PsMG 12 29 R PsRJ 12 29 R
PsMG 13 29 R PsRJ 13 29 R
PsMG 14 29 R PsRJ 14 29 R
PsMG 15 29 R PsRJ 15 29 R
PsMG 16 29 R PsRJ 16 29 R
PsMG 17 29 R PsRJ 17 29 R
PsMG 18 29 R PsRJ 18 29 R
PsMG 19 29 R PsRJ 19 29 R
PsMG 20 29 R PsRJ 20 29 R
PsMG 21 29 R PsRJ 21 29 R
PsMG 22 29 R PsRJ 22 29 R
PsMG 23 29 R PsRJ 23 29 R
PsMG 24 29 R PsRJ 24 29 R
PsMG 25 29 R PsRJ 25 29 R
PsMG 26 29 R PsRJ 26 29 R
PsMG 27 29 R PsRJ 27 29 R
PsMG 28 29 R PsRJ 28 29 R
PsMG 29 29 R PsRJ 29 29 R
PsMG 30 29 R PsRJ 30 29 R
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Cont. Tabela 5

Genétipos Valor Classificacdo® Genétipos  Valor Classificacdo®

PsBA 1 29 R Pe 1 75,5 S
PsBA 2 29 R Pe 2 75,5

PsBA 3 29 R Pe 3 88,5 S
PsBA 4 29 R Pe 4 87,5 S
PsBA 5 29 R Pe 5 72,5 S
PsBA 6 29 R Pe 6 86,5 S
PsBA 7 29 R Pe 7 85,5 S
PsBA 8 29 R Pe 8 84,5 S
PsBA 9 29 R Pe 9 90,5 S
PsBA 10 29 R Pe 10 84,5 S
PsBA 11 29 R Pe 11 86,5 S
PsBA 12 29 R Pe 12 86,5 S
PsBA 13 29 R Pe 13 77,5 S
PsBA 14 29 R Pe 14 90,5 S
PsBA 15 29 R Pe 15 90,5 S
PsBA 16 29 R Pe 16 90,5 S
PsBA 17 29 R Pe 17 87,5 S
PsBA 18 29 R Pe 18 88,5 S
PsBA 19 29 R Pe 19 59,5 S
PsBA 20 29 R Pe 20 90,5 S
PsBA 21 29 R Pe 21 82,5 S
PsBA 22 29 R Pe 22 88,5 S
PsBA 23 29 R Pe 23 85,5 S
PsBA 24 29 R Pe 24 78,5 S
PsBA 25 29 R Pe 25 88,5 S
PsBA 26 29 R Pe 26 88,5 S
PsBA 27 29 R Pe 27 87,5 S
PsBA 28 29 R Pe 28 87,5 S
PsBA 29 29 R Pe 29 88,5 S
PsBA 30 29 R Pe 30 88,5 S

IR = resistente e S = suscetivel.
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A AACPD variou de 59,5 a 90,5 para os gendétipos de P. edulis. O menor
valor foi obtido para o gendtipo Pe 19, e os maiores valores, para 0s genotipos Pe
9, 14, 15, 16 e 20, Tabela 5, considerados altamente suscetiveis. Por outro lado,
0s genotipos de P. setacea obtiveram os menores valores para a AACPD. Todos
0S genotipos tiveram o mesmo valor (29) (Tabela 5).

Resultados semelhantes ao obtido neste trabalho para P. edulis e P.
setacea também foram observados por Fonseca (2008), Fonseca et al. (2009) e
Maciel et al. (2009).

Os resultados obtidos, para analise visual dos genotipos de P. setacea
com base na AACPD, também foram consonantes com os obtidos por Santos
(2013). A autora avaliou a presenca de sintomas do CABMV em plantas de P.
edulis e P. setacea e verificou a suscetibilidade e a resisténcia, respectivamente,
nestas espécies.

E importante mencionar que neste trabalho foi avaliada a reacdo de
genotipos de P. edulis e P. setacea a um isolado que incide em Campos dos
Goytacazes, considerada a maior cidade produtora de maracujazeiro-azedo do
Estado do Rio de Janeiro (IBGE, 2011). Maciel et al. (2009) verificaram a reacao
de 16 espécies de Passiflora a infeccdo com quatro isolados brasileiros do

CABMV e observaram que a P. setacea foi resistente ao isolado CABMV-RJ .

3.2.4.3. Confirmacéao da resisténcia ao CABMV pelo teste PTA-ELISA

Apoés a avaliacdo visual e identificacdo de gendtipos assintomaticos de
Passiflora setacea, foi feito o PTA-ELISA, com o intuito de confirmar a resisténcia
ao CABMV. Para isto, foram selecionados 30 gendtipos, 10 de cada procedéncia,
compreendendo plantas mais vigorosas e com maior nimero de folhas.

Das 30 amostras analisadas, apenas o genoétipo PsRJ 4 reagiu com o
antissoro especifico para o CABMV. As amostras foram consideradas positivas
guando a média das leituras de absorbancia (405nm) foi trés vezes superior a
obtida para o controle negativo. Assim, os resultados confirmaram a resisténcia
dos gendtipos PsRJ 3, PsRJ 5, PsRJ 7, PsRJ 10, PsRJ 11, PsRJ 13, PsRJ 14,
PsRJ 17, PsRJ 18, PsBA 6, PsBA 11, PsBA 12, PsBA 13, PsBA 14, PsBA 15,
PsBA 16, PsBA 17, PsBA 21, PsBA 22, PsMG 2, PsMG 8, PsMG 9, PsMG 11,
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PsMG 12, PsMG 13, PsMG 14, PsMG 18, PsMG 19 e PsMG 24 ao CABMV
(Tabela 6).

Tabela 6. Gendtipos, valores de absorbancia para PTA/ELISA e avaliacéo final de
30 gendtipos de Passiflora setacea avaliados quanto a resisténcia ao CABMV.
UENF, Campos dos Goytacazes, RJ, 2013.

Genotipos Absorbancia ELISA* Avaliacéo Final®
PsMG2 0,19 - R
PsMG8 0,16 - R
PsMG9 0,21 - R
PsMG11 0,16 - R
PsMG12 0,19 - R
PsMG13 0,19 - R
PsMG14 0,33 - R
PsMG18 0,21 - R
PsMG19 0,20 - R
PsMG24 0,20 - R
PsBAG6 0,17 - R
PsBA 11 0,16 - R
PsBA 12 0,15 - R
PsBA 13 0,14 - R
PsBA 14 0,14 - R
PsBA 15 0,16 - R
PsBA 16 0,19 - R
PsBA 17 0,18 - R
PsBA 21 0,17 - R
PsBA 22 0,19 - R
PsRJ 3 0,20 - R
PsRJ 4 0,80 + S
PsRJ 5 019 - R
PsRJ 7 0,22 - R
PsRJ 10 0,13 - R
PsRJ 11 0,18 - R
PsRJ 13 0,15 - R
PsRJ 14 0,17 - R
PsRJ 17 0,16 - R
PsRJ 18 0,17 - R
P. edulis (+) 1,54 + S
P. edulis (-) 0,23 - R
Controle negativo 0,08 - -
(tampéo)

(+) = Reacdo positiva a presenca do virus; (-) = reacdo negativa a presenca do virus. ‘R =
resisténcia; S = suscetibilidade.
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O gendtipo PsRJ 4, descrito como resistente pela avaliacdo visual, foi
considerado suscetivel pelo PTA-ELISA. Possivelmente, essa planta necessitaria
de um tempo maior para expressar os sintomas. Para confirmar essa hipétese, é
necessario avaliar por um periodo maior e repetir o teste sorolégico. Santos
(2013), ao verificar a resisténcia ao CABMV em hibridos interespecificos de
Passiflora (P. edulis x P. setacea), observou que alguns genétipos considerados
resistentes pela andlise visual foram apontados como suscetiveis pelo teste PTA-
ELISA.

Diante dos resultados obtidos pela avaliacdo visual e pelo teste PTA-
ELISA, considera-se viavel este teste para confirmar a resisténcia ao virus
CABMV em genodtipos de P. setacea assintomaticos, uma vez que 0s genotipos
considerados resistentes na avalicdo visual podem ndo expressar os sintomas do

virus CABMV e serem um falso negativo.

3.2.5. CONCLUSOES

Dos 30 genotipos de P. setacea inoculados com CABMV, submetidos ao
PTA-ELISA, 29 foram considerados resistentes. Esses genétipos podem ser
conservados in vitro e, posteriormente, utilizados no programa de melhoramento

genético do maracujazeiro.
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