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RESUMO

Oliveira Salgado Vieira, Julie Anne; Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro; 07 de agosto de 2023. Integrando a abordagem cléassica e molecular
na pesquisa do maracujazeiro contra o0 CABMV. Orientador: Prof. Alexandre Pio
Viana. Conselheiros: Dr. Natan Ramos Cavalcante e Prof.2 Rosana Rodrigues.

O maracujazeiro € uma espécie tropical cultivada em diversos paises, amplamente
aceita no mercado e importante para o setor agricola brasileiro. Em 2021 a
producao foi de 683.993 toneladas da fruta, sendo o Brasil seu maior produtor e
consumidor. Existem diversos fatores que limitam a expansdo da area cultivada,
como a virose do endurecimento dos frutos, que pode causar perdas totais das
lavouras. No Brasil, ela é causada pelo Cowpea aphid-borne mosaic virus
(CABMV), as plantas infectadas por esse virus tém reducao da area foliar e do peso
dos frutos, apresentam mosaico nas folhas que podem evoluir para deformacéo de
bolhas. Salienta-se que ainda ndo existe uma cultivar de maracujazeiro-azedo
resistente a virose. Com isso, pesquisadores da Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro (UENF) desenvolveram o programa de melhoramento
genético do maracujazeiro visando a resisténcia ao CABMV, obtendo hibridos
interespecificos entre Passiflora edulis e Passiflora setacea. O objetivo geral do
presente estudo foi a avaliagdo da terceira geracao de retrocruzamento (RCs) do
maracujazeiro para selecdo de melhores familias e genotipos resistentes ao
CABMV. As cinco familias de retrocruzamento (RCz-293, RC3-153, RC3-355, RCs-
501 e RCs-17), a cultivar ‘UENF Rio Dourado’ e a espécie silvestre P. setacea foram

vii



avaliadas neste experimento. Foi estabelecido um delineamento em blocos ao
acaso composto por cinco familias, com seis repeticbes e nimero de plantas
desbalanceado por tratamento. Foi utilizada uma escala de notas nas folhas jovens
e na distribuicdo dos sintomas da virose em toda a area ocupada pela planta, sendo
as avaliacOes feitas quinzenalmente, em um periodo de 365 dias. Por meio da
escala foram estimadas a area abaixo da curva de progresso da doencga para folhas
jovens, e para a area total da planta, para cada gendtipo. A caracteristica de
resisténcia a doenca, foi analisada via modelos mistos para estimativa dos
componentes de variancias, via maxima verossimilhanca restrita (REML), e para
predicdo de ganhos com a selecéo, via melhor predicéo linear ndo-viesada (BLUP).
Foram utilizados 27 marcadores microssatélites para calcular a distancia genética
de 95 gendtipos da populacdo avaliada. Os dados obtidos da amplificacdo foram
convertidos em cédigo numérico para cada alelo por loco, obtendo-se uma matriz
numérica que permitiu calcular as distancias genéticas, gerando um dendrograma
pelo método UPGMA (Unweighted Pair-Group Method using Arithmetic Avarages).
Para acessar a estrutura dos genotipos, foram feitas analises com o método
Bayesiano. Dos 30 gendétipos melhor ranqueados para resisténcia ao CABMV, os
gendtipos 450, 476 e 340 da familia RC3-293 e o0 gendtipo 389 da familia RC3-153,
apresentaram as melhores caracteristicas para serem indicados a compor a
proxima geracdo de retrocruzamento. A planta 450 tem 77% de similaridade a
cultivar comercial, além de ter sido considerada a mais resistente. Esse genotipo,
juntamente com outros melhor ranqueados (340, 475 e 476) podem ser indicados
para serem genitores das familias da proxima geracdo. Com isso, é possivel dar
continuidade ao programa com o avanco da quarta geracdo de retrocruzamento,

utilizando como genitores, pelo menos, quatro melhores genotipos indicados.

Palavras-chave: marcadores moleculares; REML/BLUP; diversidade genética;

hibridos interespecificos.
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ABSTRACT

Oliveira Salgado Vieira, Julie Anne; Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro; August 7, 2023. Integrating the classical and molecular approach in
passion fruit research against CABMV. Advisor: Prof. Alexandre Pio Viana.
Counselors: Dr. Natan Ramos Cavalcante and Prof. Rosana Rodrigues.

Passion fruit is a tropical species cultivated in several countries, widely accepted on
the market and important for the Brazilian agricultural sector. In 2021, production
was 683,993 tons of fruit, with Brazil being its largest producer and consumer. There
are several factors that limit the expansion of the cultivated area, such as the fruit-
hardening virus, which can cause total crop losses. In Brazil, it is caused by the
Cowpea aphid-borne mosaic virus (CABMV) plants infected by this virus have a
reduction in leaf area and fruit weight, and present mosaics on the leaves that can
evolve into blister deformation. It should be noted that there is still no sour passion
fruit cultivar resistant to the virus. As a result, researchers from Universidade
Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF) developed a passion fruit
genetic improvement program aimed at resistance to CABMYV, obtaining
interspecific hybrids between Passiflora edulis and Passiflora setacea. The general
objective of the present study was to evaluate the third generation of passion fruit
backcrossing (RC3) to select the best families and genotypes resistant to CABMV.
The five backcross families (RC3-293, RC3-153, RC3-355, RC3-501 and RC3-17),
the cultivar ‘UENF Rio Dourado’ and the wild species P. setacea were evaluated in

this experiment. A randomized block design was established consisting of five



families, with six replications and an unbalanced number of plants per treatment. A
rating scale was used on young leaves and the distribution of virus symptoms
throughout the area occupied by the plant, with assessments being carried out every
fortnight, over a period of 365 days. Using the scale, the area under the disease
progress curve was estimated for young leaves, and for the total area of the plant,
for each genotype. The disease resistance trait was analyzed via mixed models to
estimate variance components, via restricted maximum likelihood (REML), and to
predict gains from selection, via best unbiased linear prediction (BLUP). 27
microsatellite markers were used to calculate the genetic distance of 95 genotypes
from the evaluated population. The data obtained from amplification were converted
into a numerical code for each allele per locus, obtaining a numerical matrix that
allowed the calculation of genetic distances, generating a dendrogram using the
UPGMA method (Unweighted Pair-Group Method using Arithmetic Avarages). To
access the structure of the genotypes, analyzes were carried out using the Bayesian
method. Of the 30 genotypes best ranked for resistance to CABMV, genotypes 450,
476 and 340 of the RC3-293 family and genotype 389 of the RC3-153 family,
presented the best characteristics to be indicated to form the next backcross
generation. Plant 450 has 77% similarity to the commercial cultivar, in addition to
being considered the most resistant. This genotype, together with other better
ranked ones (340, 475 and 476) can be indicated to be the parents of the next
generation families. With this, it is possible to continue the program with the
advancement of the fourth generation of backcrossing, using at least four best

indicated genotypes as parents.

Keywords: molecular markers; REML/BLUP; Genetic diversity; interspecific
hybrids.



1. INTRODUCAO

O maracujazeiro azedo (Passiflora edulis Sims) € uma das espécies mais
conhecidas do género Passiflora, familia Passifloraceae, com plantas lenhosas e
trepadeiras (Nascimento et al., 2020). O maracuja azedo é cultivado em diversas
partes do mundo, no Brasil sdo conhecidas aproximadamente 157 espécies desse
género (Bernacci et al., 2022).

O cultivo do maracuja € bastante relevante no campo da agricultura, visto
gue é altamente aceito no mercado. No Brasil, a producdo em 2021 foi de 683.993
toneladas em uma é&rea de 44.827 hectares (IBGE, 2021).

Apesar de ser uma cultura relevante, existem diversos fatores que limitam
a expansdao da area cultivada do maracujazeiro. A espécie é sensivel ao estresse
abidtico, como seca, salinidade e temperaturas extremas, que podem reduzir seu
crescimento e rendimento (Zhang et al., 2023). O maracujazeiro requer niveis
especificos de nutrientes para crescer e produzir frutos. Deficiéncias de nutrientes
como nitrogénio, fésforo e potassio, podem limitar o crescimento e a producgéo do
maracuja (Bailey et al., 2021).

Além disso, a espécie requer um clima quente e Umido para crescer, e é
sensivel a geadas e temperaturas frias. Portanto, sua producéao é limitada a regides
tropicais e subtropicais. Alem de todos esses fatores, as doencas podem causar
perdas totais da lavoura, visto que o maracuja é suscetivel a varias doencgas
causadas por fungos, virus e bactérias, que podem causar murcha, manchas nas

folhas, podridao dos frutos, entre outros sintomas (Aiello et al., 2021).



No Brasil, uma das doencas de maior relevancia econémica é a virose do
endurecimento dos frutos, causada pelo CABMV (Cowpea aphid-borne mosaic
virus) que, por consequéncia, ocasiona uma reducao na qualidade e valor comercial
dos frutos (Cerqueira-Silva et al., 2008). Apesar dos esfor¢cos para controlar o virus,
0s meétodos utilizados, como renovar todo o pomar todos 0s anos, roguing,
inoculacdo com variantes atenuadas de CABMV e inseticida, ndo tém sido
eficientes. Um dos motivos da ineficiéncia do controle do CABMV é a alta
diversidade genética do virus e sua capacidade de infectar multiplos hospedeiros,
o que dificulta o controle (Nascimento et al., 2006). Mais pesquisas sao necessarias
para entender a epidemiologia do CABMV e desenvolver métodos de controle
eficazes para prevenir a propagacdo do virus em cultivos de maracujazeiro no
Brasil (Garcéz et al., 2015).

Este virus é transmitido por espécies de afideos, também conhecidos como
pulgbes. O pulgdo do caupi (Aphis craccivora) é considerado o principal vetor
natural do CABMV, por ser a espécie de pulgdo mais abundante na cultura do
maracujazeiro. O virus também pode ser transmitido por outras espécies de
afideos, incluindo Aphis gossypii e Myzus persicae (Bashir et al., 2022).

Em seu estudo sobre o progresso temporal e espacial do CABMV em
lavouras de maracuja, Kotsubo et al. (2021) constataram que o virus se espalha
rapidamente e pode causar perdas significativas na produtividade. O levantamento
da populacédo de pulgbes em uma lavoura de maracuja azedo mostrou que sua
abundancia estad positivamente correlacionada com a incidéncia de CABMV
(Garcéz et al., 2015).

Os sintomas da infeccdo por CABMV em maracuja (mosaico foliar, bolhas,
endurecimento do fruto) contribuem coletivamente para perdas econémicas
significativas na produgao (Nascimento et al., 2006; Garcéz et al., 2015; Kotsubo et
al., 2021).

E nesse cenario que pesquisadores da Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro (UENF) desenvolvem, desde 2010, o programa de
melhoramento genético do maracujazeiro, visando resisténcia ao CABMV.
Primeiramente foram obtidos hibridos interespecificos entre uma espécie comercial
e suscetivel ao CABMV e uma espécie silvestre e resistente (Santos et al., 2014).

Um dos métodos utilizados nos avancos das geracdes do programa € o

meétodo do retrocruzamento. Com ele ha possibilidade de transferéncia de alelos



entre gendtipos (Borém et al., 2021), assim, ferramentas como os marcadores
moleculares podem ser utilizados para auxiliar os programas de melhoramento
genético vegetal, principalmente na reducdo do tempo de pesquisa. Dentre os
marcadores disponiveis para a espécie, 0s microssatélites, conhecidos como SSR,
se destacam por serem ferramentas versateis e de facil reproducdo (Turchetto-
Zolet et al., 2017). Esses marcadores sao amplamente utilizados no melhoramento
de plantas e na andlise do genoma devido a sua alta abundancia, distribuicdo
aleatdria e heranca codominante (Vieira et al., 2016).

Além das analises moleculares, foram realizadas andlises estatisticas
utilizando a metodologia dos modelos mistos que tém varias aplicacdes no
melhoramento de plantas, tornando-os uma ferramenta valiosa para analisar e
interpretar dados complexos. Além disso, modelos mistos podem ser usados para
selecionar genotipos com base em um modelo linear misto, levando em conta tanto
os efeitos genéticos fixos, quanto os fatores ambientais (Walker; Pita; Campbel,
2011).



2. OBJETIVOS

2.1. Geral

Avaliacdo da terceira geracdo de retrocruzamento (RCs) do maracujazeiro

para selecdo de melhores familias e gendétipos resistentes ao CABMV.
2.2. Especificos

1. Conduzir a terceira geracdo de retrocruzamento, visando a obtencao
cultivares de maracujazeiro resistentes ao CABMV;

2. Avaliar a resisténcia ao CABMV na populacdo segregante obtida por
retrocruzamento, com o auxilio de escalas de notas nas folhas jovens e na
distribuicdo dos sintomas da virose em toda a area ocupada pela planta;

3. Estimar parametros genéticos e valores genotipicos pelo procedimento
REML/BLUP ao nivel de planta dentro de progénies, para a resisténcia ao
CABMV, utilizando a area abaixo da curva de progresso da doenca;

4. Estimar as distancias genéticas entre individuos da populagcéo segregante
por informacdes moleculares via marcadores microssatélites (SSR);

5. Selecionar genétipos com base na resisténcia ao CABMV e na similaridade

genética ao genitor recorrente.



3. CAPITULOS

3.1. ESTIMATIVAS DE PARAMETROS GENETICOS DA POPULACAO
SEGREGANTE RC3 E AVALIACAO DA RESISTENCIA AO CABMV (cowpea

aphid-borne mosaic virus)

3.1.1. INTRODUCAO

O maracuja (Passiflora edulis Sims) pertence a classe Magnoliopsida e ao
género Passiflora, o maior género da familia Passifloraceae, que possui
aproximadamente 700 espécies de trepadeiras, arbustos e arvores lenhosas
(Santos et al., 2014).

O cultivo do maracujazeiro-azedo € importante para o setor agricola, sendo
uma espécie amplamente aceita no mercado nacional e internacional (Cavalcante
et al., 2016). No ano de 2021, o Brasil produziu 683.993 toneladas em uma area de
44.827 hectares, a quantidade produzida teve uma queda nos ultimos anos,
indicando possiveis problemas que afetam a cultura (IBGE, 2021).

Dentre os principais fatores que limitam a expanséo da area cultivada,
estdo as doencas, como a virose do endurecimento dos frutos, que pode causar

perdas totais nas lavouras. Esta doenca é causada pelo CABMV no Brasil, sendo



transmitida por espécies de afideos e de forma mecénica. As plantas infectadas
pela virose apresentam mosaico foliar, frutos com o pericarpo endurecido, reducao
do peso de polpa e deformacéo, causando reducéo na qualidade e valor comercial
dos frutos, sendo esta a doenca viral de maior importancia econémica no Brasil
(Cerqueira-Silva et al., 2008).

Nesse cenario, no inicio de 2010 um grupo de pesquisadores da
Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF) desenvolveu o
programa de melhoramento genético do maracujazeiro visando resisténcia ao
CABMV, por meio da obtencéo de hibridos interespecificos entre Passiflora edulis
(espécie comercial e suscetivel) e Passiflora setacea (espécie silvestre e resistente)
(Santos et al., 2014).

Posteriormente, estes hibridos interespecificos foram avaliados e
selecionados quanto a resisténcia ao CABMV (Santos et al., 2015b) e as
caracteristicas agronémicas (Santos et al., 2015a; Freitas et al., 2016). Todavia, 0s
hibridos interespecificos obtidos apresentaram caracteristicas agronémicas
indesejaveis ao consumidor, como cor, tamanho e sabor, por isso ha necessidade
de recuperar 0 genoma da espécie comercial.

O método do retrocruzamento possibilita a recupera¢do do genoma para
uma caracteristica, cuja expressao é controlada por poucos genes (Borém et al.,
2021). Dessa forma, acredita-se que € possivel resgatar as caracteristicas
agrondmicas de P. edulis com permanéncia dos genes de resisténcia a doenca nos
gendtipos segregantes.

Nesse estudo foi utilizada a metodologia dos modelos mistos, que séo
modelos estatisticos usados para analisar dados com efeitos fixos e aleatérios. No
melhoramento de plantas, modelos mistos sdo usados para estimar parametros
genéticos, como herdabilidade, correlagbes genéticas e ganhos genéticos, que séo
importantes para a selegcdo de gendtipos superiores. O método Best Linear
Unbiased Prediction (BLUP), baseado em um modelo linear misto, € o método mais
comumente utilizado para avaliacdo genética de espécies vegetais (Moreira et al.,
2020).

O estudo de Freitas et al. (2016) teve como objetivo melhorar a selecéo de
maracujas para resisténcia ao Cowpea aphid-born mosaic virus (CABMV),
utiizando o método de modelo misto (REML/BLUP). Os pesquisadores

desenvolveram uma nova estratégia de selecao para familias de meios-irméaos de



maracuja azedo, que envolveu selecao recorrente para melhorar caracteristicas
genéticas, como resisténcia a doencas e sabor. O método de modelo misto foi
utilizado para estimar parametros genéticos e prever valores genéticos, fornecendo
informacdes valiosas para programas de melhoramento. O estudo demonstrou a
eficiéncia de modelos mistos no melhoramento de maracuja e o potencial de
melhoria de caracteristicas genéticas, por meio da selecao recorrente.

A partir dessas informacdes, o objetivo deste estudo foi de avaliar a
populacao da terceira geracéo de retrocruzamento do programa de melhoramento
genético do maracujazeiro para resisténcia ao CABMV, e indicar familias e
gendtipos para darem continuidade ao programa utilizando a metodologia dos
modelos mistos REML/BLUP, identificando os melhores gendétipos da populacédo de

retrocruzamento.

3.1.2. REVISAO DE LITERATURA

3.1.2.1. Aspectos gerais da cultura do maracujazeiro

O maracujazeiro-azedo (Passiflora edulis) € uma fruteira tropical originaria
da América do Sul. A espécie foi posteriormente introduzida em outras partes do
mundo, incluindo Africa, Asia e Austrélia, onde agora é cultivada comercialmente
(ScienceDirect Topics, 2023).

As Passifloras sdo espécies Unicas e fascinantes de plantas com flores,
conhecidas por suas cores vibrantes e formas complexas. O maracuja (Passiflora
edulis Sims) é abundantemente cultivado para consumo do suco e da fruta fresca.
O fruto comestivel € muito utilizado na culinaria e pode ser doce ou azedo,
dependendo da variedade. O maracuja puro contém, aproximadamente, 73% de
agua, 22% de carboidratos, 2% de proteina e 0,7% de gordura. Diversas variedades
de maracuja sdo ricas em polifendis que podem trazer varios beneficios a saude
(He et al., 2020).

A fruta é rica em vitaminas A e C, ferro e potassio, e é usada em uma
variedade de aplicacdes culinarias, desde sobremesas e sucos até molhos e

marinadas. Além disso, o maracuja tem sido utilizado na medicina tradicional para



o tratamento de diversas doencgas, devido ao seu alto valor nutricional e medicinal
(Bailey et al., 2021).

Sendo originario da América tropical, 0 maracuja conta com 150 espécies
nativas do Brasil (Souza et al., 2022). Ele possui ampla distribuicdo em regides
tropicais e subtropicais, pertence a classe Magnoliopsida e ao género Passiflora, o
maior género da familia Passifloraceae (Li et al., 2011), que possui
aproximadamente 700 espécies de trepadeiras, arbustos e arvores lenhosas
(Santos et al., 2014).

O maracujazeiro possui gavinhas que nascem nas axilas das folhas,
apresentando uma tonalidade vermelha ou roxa quando jovem (Nascimento et al.,
2020). As espécies do género Passiflora possuem flores pentdmeras sésseis
(Santos et al., 2014).

Seus frutos, geralmente, sdo bagas, globosos ou ovoides, de coloracao
amarela, ou roxo escuro na maturidade, com um interior de varia de macio a firme
e suculento, repleto de numerosas sementes. As principais espécies desse género
sao diploides (2n=2x=18 cromossomos) e autoincompativeis do tipo esporofitica.
Este € um mecanismo genético que impede a autofecundacdo em organismos que
se reproduzem sexualmente e, portanto, incentiva o cruzamento e a alogamia
(Régo et al., 2011; He et al., 2020; Case, 2022).

E uma planta alégama, dependente de polinizacdo cruzada, podendo esta
ser artificial ou natural pela acdo das abelhas mamangavas (Xylocopa spp.). As
flores do maracujazeiro sdo hermafroditas, possuem sépalas brancas na parte
adaxial e verdes na parte abaxial. Existem duas séries de coronas, sendo a base,
préxima ao centro da flor, na cor roxa e as extremidades brancas. Algumas das
principais caracteristicas das flores de maracuja incluem cinco pétalas e cinco
sépalas, que sdo geralmente coloridas e dispostas em padrdoes complexos (Cobra
et al., 2015).

Quando se trata de cultivo de maracuja, existem varios aspectos
importantes a serem considerados. Um dos principais fatores é a qualidade do solo,
pois as plantas de maracuja requerem solo bem drenado com uma faixa de pH
entre 6,0 e 7,0. Além disso, precisam de muita luz solar e rega regular. Outro
aspecto importante do cultivo do maracuja é a poda, ja que ela ajuda a controlar o

crescimento da planta, que por sua vez ajuda a aumentar a producdo de frutos,



além de remover quaisquer galhos mortos ou doentes que possam comprometer a
saude geral da planta (Thokchom; Mandal, 2020).

O maracuja recebe o nome da flor da planta, em inglés chamada de
“passion fruit’, nomeacao dada pelos missionarios espanhdis que viram a flor como
um simbolo da paixdo de Cristo. Os trés estigmas representam 0s pregos que
prenderam Jesus ha cruz, e as cinco anteras representam as cinco chagas que ele
sofreu (Janick; Paull, 2008).

3.1.2.2. Importancia econdmica

O cultivo do maracujazeiro é importante para o setor agricola, ja que a fruta
é amplamente aceita no mercado. E uma espécie de relevancia econdmica no
Brasil, visto que seu cultivo € um dos que mais crescem no setor fruticola,
representando uma fonte de renda para os agricultores e, consequentemente,
gerando oportunidades de trabalho no setor agricola (Meletti, 2011). Seu cultivo
tem demonstrado beneficios econdémicos, com uma producdo mundial anual
estimada em cerca de 1,5 milhdo de toneladas (Bailey et al., 2021).

O Brasil possui mais de 150 variedades diferentes de maracuja. Ele ocupa
um lugar de destaque nas tradi¢cdes culinarias e medicinais do pais, e possui
significativa importancia economica, devido ao seu valor nutricional, medicinal e
comercial. Os extratos de maracuja tém valor comercial em escala global,
difundidos por meio das industrias farmacéuticas (Duarte et al., 2021).

O maracuja também é uma rica fonte de vitaminas, minerais e
antioxidantes, tornando-o um ingrediente popular na industria de alimentos e
bebidas (Thokchom; Mandal, 2020). Além de ser fonte de vitamina A e C, ele
contém quantidades razoaveis de ferro, potassio, sédio, magnésio, enxofre e
cloretos, demonstrando-se uma cultura valiosa para o Brasil (Mandal, 2017). Além
disso, as propriedades medicinais do maracuja foram estudadas e descobriu-se
gue ele tem efeitos anti-inflamatérios, anticancerigenos e antidiabéticos (He et al.,
2020).

Muitas espécies de Passifloras sao utilizadas para diversos fins,
principalmente alimentares, mas com grande importancia para fins medicinais, visto
que as folhas, flores, raizes e frutos séo utilizados contra diversas enfermidades,
tais quais, verminoses, problemas gastricos e estresse, fazendo parte do
conhecimento associado a cultura de diferentes povos (Costa; Tupinamba, 2005).
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No quesito ornamental, as Passifloras séo atrativas, possuem uma beleza
exotica e despertam interesse. Na alimentac&o, o0 maracuja, pode ser consumido in
natura e em diversos alimentos derivados, como sucos, doces, sorvetes e bebidas
alcoolicas (Ruggiero et al., 1996).

A producdo de maracuja no Brasil vem crescendo nos ultimos anos,
tornando-se uma importante fonte de renda para muitos agricultores (Miyake et al.,
2018). No ano de 2021, o Brasil produziu 683.993 toneladas de maracuja em uma
area de 44.827 hectares, tendo um rendimento médio de 15.259 kg por hectare. A
regido Nordeste lidera a producao brasileira, sendo a Bahia o maior produtor, com
207.488 toneladas e rendimento médio de 12.339 kg por hectare. O estado do Rio
de Janeiro produziu 6.632 toneladas, com area colhida de 427 hectares e
rendimento médio de 15.532 kg por hectare, mostrando seu potencial para a
producao da cultura, que teve o valor da producéo avaliado em 1.533.905.000 reais
no pais (IBGE, 2021).

A cultura do maracuja também tem gerado oportunidades de trabalho no
meio rural, contribuindo para o crescimento econdmico do pais, tendo um impacto
significativo na economia do Brasil, e espera-se que continue crescendo nos
proximos anos.

As regifes norte e noroeste fluminense apresentam grande potencial para
a fruticultura, pois possuem condicdes edafoclimaticas adequadas para a producao
de fruteiras tropicais como o maracuja, além da proximidade as instituicbes de
pesquisa que geram informacgdes e produtos qualificados (Brandéo, 2004).

A cultura do maracuja possui significativa importancia econdmica devido ao
seu valor nutricional, medicinal e comercial, além de apresentar potencial para
trazer beneficios econdmicos aos agricultores, contribuindo, assim, para a industria

de alimentos e bebidas.

3.1.2.3. Melhoramento genético do maracujazeiro e o0 método do

retrocruzamento

O melhoramento genético do maracujazeiro tem potencial para aumentar a
disponibilidade de cultivares com maior producdo, qualidade dos frutos e com
resisténcia as pragas e doencas. Técnicas especificas de melhoramento genético
usadas no melhoramento de maracuja incluem a selecdo de populagbes

segregantes para resisténcia genética ao Cowpea aphid-borne mosaic virus
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(CABMV) (Preisigke et al., 2020), caracterizacdo e selecdo de maracuja para
caracteristicas desejaveis (Cerqueira-Silva et al., 2015), e avaliacdo
agromorfoldgica para estimar a variabilidade genética e implementar um programa
de melhoramento por meio da selecdo assistida (Ocampo; Acosta-Baron;
Hernandez-Fernandez, 2017).

O melhoramento para caracteristicas de producado, qualidade de frutos e
resisténcia ao CABMV €& complexo devido a natureza poligénica dessas
caracteristicas e a existéncia de correlacdes genéticas entre elas (Chavarria-Perez
et al., 2020).

Em um estudo conduzido para melhorar as caracteristicas de producéo e
qualidade de frutos de maracuja-doce, 30 gendétipos foram selecionados para
qualidade de frutos de 100 progénies de irmaos completos de maracuja-doce em
trés ambientes. O estudo encontrou evidéncias de interacdo de gendtipo por
ambiente e selecao de gendtipos promissores (Chavarria-Perez et al., 2020).

A Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF) é uma
das principais instituicbes nessa area no Brasil, com pesquisadores realizando
extensos estudos para melhorar cultivares de maracuja. Os pesquisadores tém se
envolvido ativamente em estudos de melhoramento genético para aumentar o
rendimento da cultura e resisténcia a doencas. O programa de melhoramento da
UENF desenvolveu a cultivar de maracuja ‘UENF Rio Dourado’ que tem
apresentado maior produtividade e resisténcia a doencas. Ela foi desenvolvida por
meio de trés ciclos de selecao recorrente, resultando em um aumento de 36% na
produtividade, 25% no numero de frutos e 3% no peso do fruto quando comparado
a cultivar padréao (FB 200).

O programa comecou em 1998 coletando varios gendtipos de regides
produtoras do estado do Rio de Janeiro e atualmente esta em seu quarto ciclo de
selecédo recorrente. O programa de melhoramento visa atender as demandas do
mercado e desenvolver cultivares resistentes a doencas (Viana et al., 2016).

No geral, esses estudos destacam a importancia do melhoramento
genético no cultivo de maracuja e o potencial dessa cultura para contribuir na
reducdo da pobreza, seguranca alimentar e melhoria da nutricdo nas comunidades
rurais. S0 necessarias mais pesquisas nesta area buscando melhoramento das
cultivares de maracuja e promovendo praticas agricolas sustentaveis (Cerqueira-
Silva et al., 2014b).
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O método do retrocruzamento tem base na hibridacdo entre uma planta F1,
descendente de um cruzamento determinado pelo melhorista com um de seus
parentais, que sera definido como o parental recorrente. Com esse método é
possivel transferir genes do parental doador, geralmente uma espécie silvestre que
possui 0s genes desejados, ao parental recorrente que geralmente é o genotipo
elite disponivel no mercado, mas que possui alguma caracteristica indesejavel a
ser melhorada geneticamente. Esse método € bastante utilizado para transferir
genes resistentes a viroses (Hospital, 2005; Borges et al., 2008; Fonseca et al.,
2009; Bellon, 2014).

No inicio de 2010, pesquisadores UENF desenvolveram o programa de
melhoramento genético do maracujazeiro visando resisténcia ao CABMV (Cowpea
aphid-borne mosaic virus). Foram obtidos hibridos interespecificos entre Passiflora
edulis, sendo essa a cultivar comercial e suscetivel, e Passiflora setacea, a espécie
silvestre e resistente (Santos et al., 2014).

Os hibridos interespecificos foram, entédo, avaliados e selecionados quanto
a resisténcia ao CABMV (Santos et al., 2015b) e em relacdo as caracteristicas
agrondmicas (Santos et al., 2015a; Freitas et al., 2016). Os hibridos ainda
apresentaram caracteristicas agronémicas indesejaveis ao consumidor, se
tornando necessario recuperar o genoma da espécie comercial.

Os melhores hibridos deram continuidade ao programa de melhoramento,
conduzidos por retrocruzamento, os melhores genétipos de cada geragédo foram
selecionados para dar origem a geracao seguinte (Preisigke et al., 2020). No
trabalho de Vidal (2021) foi avaliada a resisténcia ao CABMV na populacéo
segregante RC2 de maracujazeiro visando selecionar gendtipos resistentes e
agronomicamente superiores, dando origem a mais uma geracao do programa de
melhoramento genético do maracujazeiro.

Atualmente, esse programa se encontra na terceira geracdo de
retrocruzamento (RCs), conduzida e avaliada neste estudo para manter as
caracteristicas agronémicas de P. edulis, com os genes de resisténcia a virose da
P. setacea. O método utilizado possibilita a transferéncia de alelos, quando a

caracteristica é controlada por poucos genes (Borém et al., 2021).
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3.1.2.4. Virose do endurecimento dos frutos

Dentre as doencas que infectam a cultura do maracujazeiro, a virose do
endurecimento dos frutos, causada pelo Cowpea aphid-borne mosaic virus
(CABMV) é considerada a doenca viral de maior importancia econémica no Brasil,
visto que as doencas estdo entre os principais fatores que limitam a expansao da
area cultivada, podendo em alguns casos provocar perdas totais nas lavouras
(Cerqueira-Silva et al., 2008).

A Passiflora edulis é suscetivel a véarias doencas, incluindo as virais,
bacterianas e flngicas. Algumas doencas podem causar clareamento das
nervuras, colonias amarelas brilhantes nas folhas e eventual deterioracéo da polpa
dos frutos, especialmente dos frutos jovens (He et al., 2020).

O trabalho publicado por Cerqueira-Silva et al. (2014a) revisa a histéria da
identificagcdo de patdgenos virais envolvidos na doenca do endurecimento do
maracuja, que podem afetar diferentes espécies de Passiflora.

Inicialmente, o Passion fruit woodiness virus (PWV) foi relatado como um
virus fitopatogénico que causa a doenca do endurecimento do maracuja, uma das
doencas economicamente mais importantes que afetam esta cultura. O PWYV foi
relatado pela primeira vez na Austrdlia, infectando Passiflora edulis, e desde entdo
tem sido relatado em varios outros paises, incluindo Japédo, Taiwan, Nigéria e EUA
(Arogundade et al., 2018). O virus foi descrito como capaz de infectar em qualquer
estagio de crescimento, e é transmitido por pelo menos duas espécies de afideos.
Os sintomas de PWV incluem folhas distorcidas, manchas cloréticas ou anéis nas
folhas, frutos lenhosos, perda de vigor e reducéo da vida util da planta (Elliott, 2015).

Sabe-se que pelo menos quatro tipos de Potyvirus podem causar a doenca
do endurecimento dos frutos em todo o mundo, o Cowpea aphid-borne mosaic virus
(CABMV), o Passion fruit woodiness virus (PWV), 0 east asian passiflora virus
(EAPV) e o ugandan passiflora virus (UPV).

No Brasil, o agente causal da doenca do endurecimento dos frutos do
maracuja foi inicialmente identificado como o Passion fruit woodiness virus (PWV),
mas estudos posteriores mostraram que ele é causado principalmente pelo Cowpea
aphid-borne mosaic 13irus (CABMV). Além disso, um grupo de isolados do Brasil,
previamente caracterizados que haviam sido designados como Passion fruit
woodiness virus (PWV), foram reclassificados como CABMV, com base em

analises filogenéticas, fornecendo evidéncias inequivocas de que, no Brasil, a
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doenca do maracujd é causada principalmente por CABMV (Nascimento et al.,
2006; Melo et al., 2015; Carvalho et al., 2021; Mendes et al., 2022).

A doenca é transmitida por varias espécies de afideos durante as picadas
de prova de alimentacdo. Também é transmitido de forma mecanica, pelo uso de
ferramentas em plantas infectadas durante as podas, e por enxertia (Barbosa; Filho,
2017).

O CABMV pertence a familia Potyviridae e ao género Potyvirus, seu
genoma possui uma unica molécula de RNA fita simples, infectando espécies de
maracujazeiro e de leguminosas. As plantas infectadas por esse virus tém reducao
da é&rea foliar e do peso dos frutos, apresentam mosaico nas folhas que podem
evoluir para deformacdo e bolhas (Barbosa; Filho, 2017). Os frutos se tornam
deformados, pequenos e duros, ha espessamento do pericarpo, e iSso causa a
perda da qualidade e do valor comercial (Sacoman et al., 2018).

Para essa doenca, ndo ha relatos de manejo e controle eficiente, entdo se
torna necesséario o desenvolvimento de cultivares resistentes, visto que até o
momento ndo existe registro de cultivar de maracujazeiro-azedo resistente a virose
do endurecimento dos frutos (Preisigke et al., 2021). Entretanto, ha relatos de
espécies silvestres resistentes ao CABMV (Gongalves et al., 2018), e também em

hibridos interespecificos (Freitas et al., 2015).
3.1.2.5. Modelos mistos (REML/BLUP)

A metodologia REML/BLUP é uma abordagem estatistica usada no
melhoramento de plantas para estimar parametros genéticos e valores genotipicos
(Santos et al., 2015a). Esta metodologia € comumente utilizada para avaliar o
desempenho de diferentes gendétipos e selecionar os melhores para futuros
programas de melhoramento (Silveira et al., 2022). O método foi adaptado por
Wright em 1923, é usado para avaliar varias caracteristicas em cada individuo e
para determinar os efeitos diretos e indiretos de cada caracteristica no resultado
final. E uma combinac&o de dois métodos: maxima verossimilhanca restrita (REML)
e melhor predi¢cdo linear ndo-viesada (BLUP). O REML € usado para estimar
componentes de varidncia, enquanto BLUP é usado para prever valores
genotipicos (Olivoto et al., 2017).

O estudo de Olivoto et al. (2017) teve como objetivo estimar componentes

de variancia, parametros genéticos e valores genotipicos em milho, usando
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procedimentos baseados em REML/BLUP. A analise de caminho sequencial
também foi usada para determinar as inter-relagdes entre diferentes caracteristicas.
O estudo constatou que procedimentos baseados em REML/BLUP podem ser Uteis
para estimar os valores genotipicos e as relacdes entre diferentes caracteristicas.

Em sua pesquisa, Ambrgsio et al. (2021) utilizaram a metodologia de
modelos mistos para selecionar gendtipos com caracteristicas altamente
influenciadas pelo ambiente. A modelagem mista foi utilizada para selecdo truncada
e simultanea para determinar a superioridade genotipica das familias Psidium
guajava S1. O trabalho teve como objetivo desenvolver um programa de
melhoramento genético de goiaba, e identificar os gendtipos mais superiores para
o melhoramento. O método utilizado permitiu a selecdo de genoétipos superiores
para as caracteristicas avaliadas.

Em outro estudo, pesquisadores da UENF utilizaram modelos mistos
(REML/BLUP) para selecionar gendtipos superiores de feijao-vagem, adaptados as
condicBes edafoclimaticas das regides Norte e Noroeste do Rio de Janeiro. O
estudo teve como objetivo desenvolver genotipos superiores de feijdo-vagem que
resistissem as condicfes ambientais da regido. A selecdo para producédo de feijao-
vagem e graos aplicando BLUP possibilitou a previsdo e obtencdo de ganhos
genéticos significativos para as geracdes subsequentes (Cruz et al., 2018).

Outro estudo de pesquisadores da mesma universidade investigou o grau
de divergéncia genética entre 40 hibridos dialélicos de pipoca, 16 pais e 6 controles
de elite, usando modelos mistos. O estudo teve como objetivo determinar a
diversidade genética de hibridos de pipoca e identificar os hibridos mais diversos
geneticamente. Os resultados apontaram que existiu variabilidade genética entre
0S genotipos avaliados, e as correlagbes lineares mostraram que floracdo mais
precoce e gendtipos mais altos exibiram associacdo com materiais mais tolerantes
a Exserohilum turcicum (Pena et al., 2022).

Os pesquisadores da UENF desenvolvem o programa de melhoramento
genético de maracujazeiro ha mais de uma década. A metodologia de modelos
mistos tem sido utilizada em alguns trabalhos relacionados ao maracuja nesta
universidade, por ser uma ferramenta eficiente para estimar parametros e prever
valores genéticos.

O método de modelo misto REML/BLUP tem sido aplicado para estimar

parametros genéticos e predizer valores genéticos na selecédo de maracuja, visando
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resisténcia ao Cowpea aphid-born mosaic virus (CABMV). Os pesquisadores da
UENF também utilizaram a metodologia Ward-MLM para medir a diversidade
genética em progénies de maracuja azedo e definir potenciais grupos heteréticos.
Uma nova estratégia de selecéo para familias de meios-irméos de maracuja azedo
também foi desenvolvida utilizando modelos mistos sob sele¢éo recorrente (Silva
et al., 2014, Freitas et al., 2016; Ribeiro et al., 2018)

3.1.3. MATERIAL E METODOS

3.1.3.1. Material genético e obtencéo das progénies

As familias conduzidas neste experimento originaram a terceira geracao de
retrocruzamento do programa de melhoramento genético do maracujazeiro da
UENF, séo elas: RCs-17, RC3-153, RC3-293, RC3-355 e RC3-501.

Os seis melhores hibridos do cruzamento interespecifico entre P. setacea,
resistente ao CABMV e P. edulis, suscetivel (Santos et al., 2014), foram utilizados
no primeiro retrocruzamento com P. edulis (genitor recorrente) para obter a primeira
geracdo de retrocruzamento (RCa1) (Preisigke, 2017). Os 10 melhores genotipos da
RC: selecionados foram retrocruzados com P. edulis para obtengcéo da segunda
geracgdo de retrocruzamento (RCz), e os 5 melhores genotipos da RC2 selecionados
foram retrocruzados com P. edulis para obtencdo da terceira geracdo de
retrocruzamento (RCs) (Vidal et al., 2021). As selecbes dos hibridos, RC1 e RC2
foram baseadas em caracteristicas agronémicas e de resisténcia a virose.

Para a obtencéo das progénies, os botdes florais dos genitores femininos
em pré-antese foram emasculados e protegidos com sacos de papel pela manha.
O mesmo procedimento foi adotado para os genitores masculinos, exceto a
emasculacdo. A polinizacéo foi realizada a partir das 12h, pois este é o horario de
antese dos genitores. Durante as polinizacdes, as anteras dos genotipos doadores
foram cuidadosamente esfregadas no estigma dos gendtipos receptores com o
auxilio de uma pinga. Apés a hibridagédo artificial, os cruzamentos foram

identificados e as flores foram novamente protegidas por até 24 horas.
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Pas’s iflora edulis ) Passiflora setacea
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agronémico, selecio dos hibridos com melhores

desempenhos (doadores) (Santos et al., 2015; Freitas et P edults (recorrente)
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(Gongalves Junior et al., 2019)
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Figura 1. Organograma do programa de melhoramento genético do maracujazeiro
da UENF visando resisténcia ao CABMV pelo método do retrocruzamento.
Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro, Campos dos
Goytacazes - RJ, 2023.

Os frutos resultantes dos cruzamentos foram protegidos com rede de néilon
até o seu completo amadurecimento, posteriormente as sementes foram extraidas,
secas e armazenadas em sacos de papel revestidos por sacos plasticos,
conservadas em geladeira a + 10°C no Laboratério de Melhoramento Genético
Vegetal (LMGV) da UENF. O processo originou as cinco familias conduzidas em
campo e avaliadas neste estudo (Tabela 1), além delas, foi avaliada a cultivar
comercial Passiflora edulis (Cultivar UENF Rio Dourado) e a espécie silvestre
Passiflora setacea.

As sementes foram semeadas em sacos plasticos de polietileno para
mudas, com capacidade para 0,5L, contendo substrato organico Basaplant e
mantidas em casa de vegetacdo. Cerca de cinco meses ap0s a semeadura, as

mudas dos gendtipos foram plantadas na area experimental.
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Tabela 1. Identificacdo e origem da populacdo em estudo.

Descricao Origem Total de gendétipos

PE ‘UENF Rio Dourado’ 24

PS BAG-Passifloras 24
RC3-293 RC2 - 323 x PE 132
RCs-355 RC2 - 583 x PE 132
RCs-17 RC2 - 138 x PE 132
RCs-501 RC:2 - 89 x PE 127
RCs-153 RC2-110 x PE 132
Total 703

PE: Passiflora edulis; PS: Passiflora setacea.

3.1.3.2. Instalacdo e conducéao do experimento

O experimento foi conduzido no Colégio Agricola Antbnio Sarlo, em
Campos dos Goytacazes - RJ, (21° 45’ latitude Sul, 41° 20’ longitude Oeste e
altitude de 11m). O clima do local é caracterizado como tropical subumido e seco,
com temperatura média anual variando entre 22 e 25°C, e precipitacdo média anual
variando entre 1200 e 1300mm.

O experimento foi estabelecido em um delineamento em blocos ao acaso
composto por cinco familias, com seis repeticdes, e desbalanceado para plantas
por tratamento, pois 0 numero de plantas por familia dependeu da quantidade de
mudas obtidas. Foram feitas avaliac6es individuais das plantas.

Para conducédo das plantas foi utilizado o sistema de espaldeira vertical,
com mourdes de 1,8 m de altura, espacados a 4 m, e com um fio de arame numero
12 a 1,60 m do solo. A distancia entre as linhas de plantio foi de 3,5 m. Foi utilizada
a irrigacao do tipo localizada por gotejamento. Os tratos culturais foram realizados
sempre gque necessario, conforme recomendacdes para a cultura do maracujazeiro,
a calagem, adubacdes de plantio e de cobertura foram realizadas a partir da analise
de solo, seguindo as recomendacdes de Costa et al. (2008).

As familias RC3-293, RC3-153, RC3-355 e RC3-17 produziram mais mudas
do que o necessario, entéo, foram instaladas 132 mudas de cada familia no campo.

A familia RC3-501 apresentou adversidades em casa de vegetagcdo com algumas
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plantas mortas, ndo gerando a quantidade de mudas desejadas, sendo possivel a
instalacdo de 127 mudas desta familia no campo. Tanto para a cultivar comercial
Passiflora edulis, quanto para a espécie silvestre Passiflora setacea, foram obtidas
mudas suficientes para serem instaladas 24 de cada no campo, constituindo 4

mudas de cada espécie por bloco.

Figura 2. Conducdao das plantas de maracujazeiro na area experimental localizada
na Escola Técnica Estadual Agricola Antdnio Sarlo, no Municipio de Campos dos
Goytacazes, Rio de Janeiro (RJ) - Brasil, 2023. Acervo: Proprio.
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3.1.3.3. Resisténcia ao CABMV

As avaliagOes dos sintomas da virose foram realizadas quinzenalmente, por
365 dias ap0s os primeiros sintomas da ocorréncia natural da doenca, que ocorreu
30 dias apos o plantio. A area do experimento apresenta historico da doenca e, por
iSs0, 0s genotipos ndo foram inoculados.

As avaliagdes dos sintomas foram realizadas visualmente em folhas jovens,
a partir da terceira folna mais jovem nos ramos novos, e pela distribuicdo dos
sintomas da virose em toda a area ocupada pela planta.

Foi utilizada uma escala de notas proposta por Novaes e Rezende (1999)
com algumas modificagdes sugeridas por Oliveira et al. (2013). Tanto para as folhas
novas, quanto para a area total da planta, as notas de severidade variaram de 1 a
4, em que: para as folhas novas, 1 = sem sintomas de mosaico; 2 = sintoma de
mosaico leve e sem deformacgdes foliares; 3 = sintomas de mosaico severo e sem
deformagdes foliares e 4 = sintomas de mosaico severo, com bolhas e deformagdes
foliares. J& para a planta: 1 = sem sintomas; 2 = poucas folhas com sintomas,
mosaico leve ou enrugamento leve das folhas; 3 = quantidade moderada de folhas
com sintomas, mosaico leve e enrugamento nas folhas e 4 = muitas folhnas com
sintomas, mosaico, enrugamento severo e deformagéo foliar.

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

cada genotipo, pelo seguinte estimador:

n-1
.+ y.
AACPD=Zy'2¢ (Tur=T))
i=1

Em que: Yi = proporcdo da doenca na i-ésima observacao; Ti = tempo em
dias da i-ésima observagdo; n = numero de observagbes (Campbell; Madden,
1990). Apés estimados os valores médios de AACPD para as folhas jovens e para
area total da planta, foi obtida uma média aritmética com as AACPDs (AACPDM)

utilizando os valores da AACPD para ambas as avaliacOes.



Figura 3. Sintomas da virose induzida pelo Cowpea aphid-borne mosaic virus (CABMV) em maracujazeiro: A) escala de notas de
sintomas em folha jovem variando de 1, para plantas sem sintomas, a 4, sintomas mais severos; B) escala de notas para a area total
ocupada pela planta variando de 1 planta sem sintomas a 4, sintomas mais severos. Fonte: Preisigke et al. (2020 b).

TZ
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3.1.3.4. Selecao de genotipos via metodologia REML/BLUP

A caracteristica resisténcia a doenca AACPDM foi analisada via modelos
mistos, considerando o modelo indicado por Resende (2002). Para estimativa dos
componentes de variancias via maxima verossimilhanca restrita (REML) e para
predicdo de ganhos com a selecéo via melhor predicéo linear ndo-viesada (BLUP).
As andlises foram realizadas com o programa Selegen-REML/BLUP (Resende,
2016), utilizando o modelo estatistico 147, sendo este o que mais se aproxima da
real estrutura genética das progénies analisadas. Este modelo é designado para
avaliacdo em um local, mais de uma planta por parcela e individuos em progénies
de irmaos completos de plantas aldgamas. A analise seguiu 0 seguinte modelo
estatistico:

y =Xr+Zg + Wp + e,

Em que y é o vetor de dados, r é o vetor dos efeitos de repeticao (assumidos
como fixos) somados a média geral, g € o vetor dos efeitos genotipicos individuais
(assumidos como aleatérios), p € o vetor dos efeitos de parcelas (aleatérios), e € o
vetor de erros ou residuos (aleatérios). As letras mailsculas representam as
matrizes de incidéncia para os referidos efeitos.

Foram estimados o0s seguintes componentes de variancia (REML
Individual):

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

asz: variancia fenotipica individual,

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

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

Acprog: acuracia da selecdo de progénies, assumindo sobrevivéncia
completa;

h?ad: herdabilidade aditiva dentro de parcela, obtida ignorando-se a fragcdo

(1/4) da variancia genética de dominancia e média geral do experimento.
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A partir do modelo descrito por Viana e Resende (2014), foi realizada

analise de deviance (ANADEV) com o seguinte modelo:

D = —2In(L)
In(L) = -1/2n|X'V — 1X| — 1/2In|V| — 1/2(y — Xm)'V — 1(y — Xm)

Em que

In(L): ponto maximo da funcdo de logaritmo de maxima verossimilhanca
restrita (REML); y = vetor da varidvel analisada; m = vetor dos efeitos das
observacdes, assumido fixo; X = matriz de incidéncia dos efeitos fixos; e V = matriz
de variancia-covariancia dey.

Para testar a significancia dos efeitos, foi utilizado o teste estatistico LRT

(teste de razédo de verossimilhanca):

LRT:| — 2In (Lse) + 2In(Lfm)

Em que Lse: ponto maximo da funcdo de maxima verossimilhanca para o
modelo reduzido (sem os efeitos) e; Lfm: ponto maximo da funcdo de méaxima

verossimilhanca para o modelo completo.

3.1.4. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1.4.1. Severidade dos sintomas

Os primeiros sintomas da doencga foram observados 30 dias ap6s o plantio
em um genotipo de Passiflora edulis e seis genotipos da geracdo RCs. Aos 150
dias, quase todos os gendtipos de P. edulis apresentavam sintomas, exceto a
planta 542, que apresentou sintomas aos 225 dias. Nos estudos de Preisigke et al.
(2021), em que foi avaliada a populacédo de RCi, foram relatados os primeiros
sintomas apo6s 120 dias de avaliacbes e, aos 180 dias, 100% dos genotipos de P.

edulis estavam sintomaticos.
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Nos estudos de Santos et al. (2015b), em que foi avaliada uma populacao
de hibridos interespecificos (P. edulis x P. setacea), os primeiros sintomas foram
observados aos nove meses apos a instalacdo do experimento no campo, ou seja,
com 270 dias de avaliagcdes. Ao término das avaliagbes, foram constatados
genodtipos sem sintomas, o que difere desse trabalho, em que ndo foram
observados genotipos sem sintomas, mas sim a amenizagéo de alguns sintomas.

Essas informacfes podem estar relacionadas a quantidade de genes
envolvidos na heranca da resisténcia, por se tratar de heranca quantitativa, é dificil
encontrar gendtipos sem sintomas da doenca com o avanco de geracbes de
retrocruzamentos. 1SS0 ocorre, pois 0s genotipos estdo cada vez mais semelhantes
geneticamente, ja que a probabilidade de recombinacdo entre os genomas do
doador e do recorrente diminui a cada geracao de retrocruzamento, levando a uma
maior propor¢cdo do genoma do recorrente na progénie (93,75%), resultando,
consequentemente, em uma maior similaridade entre a progénie e a genitor
recorrente (Souza et al., 2022). As familias deste estudo estdo em RCs, com isso,
o genoma de P. edulis, que é susceptivel, ja esta quase todo recuperado.

Outro fator pode ser o maior periodo de avaliacdo feito neste estudo, em
comparacao ao estudo de Santos et al. (2015b) mencionado anteriormente, em que
as avaliacbes foram feitas semanalmente durante cinco meses. No presente
trabalho os gendtipos foram avaliados por 12 meses, expondo as plantas por mais
tempo aos fatores biéticos e abiéticos.

Deve-se levar em consideracdo a hipétese de variabilidade genética do
virus e sua interacdo com o ambiente no qual esté inserido. Outro fator que também
pode ter contribuido para os resultados € a concentracdo de inoculo viral nas
plantas e/ou agressividade do in6culo presente no campo (Pinto et al., 2008).

A espécie resistente, Passiflora setacea, apresentou sintomas leves da
virose em alguns genoétipos apos 240 dias de avaliagbes. Aos 300 dias de
avaliagdes, esses sintomas atingiram todos os genotipos da espécie. No nono més
apos o plantio, todos os individuos de P. edulis apresentavam sintomas da doenca.
Nesse mesmo periodo, 96,2% das familias de RCs apresentaram caracteristicas
dos sintomas causados pelo CABMV, enquanto 9,52% dos individuos de P. setacea

apresentavam caracteristicas leves da doenca (Figura 4).
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Figura 4. Precipitacdo, temperatura média e incidéncia de plantas infectadas por
Cowpea aphid-borne mosaic virus (CABMV). Dados climaticos fornecidos pelo
Instituto Nacional de Meteorologia (INMET), conforme registrado mensalmente na
Estacdo Automatica de Campos dos Goytacazes, RJ, entre fevereiro de 2022 e
marco de 2023. Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro,
Campos dos Goytacazes - RJ, 2023.

Resultados semelhantes foram encontrados por Mendes et al. (2022) que,
ao avaliarem a populacdo de selecdo recorrente no nono més apos o plantio,
observaram que 80,4% das progénies e todos os individuos de P. edulis
apresentavam sintomas da doenca, enquanto os individuos de P. setacea estavam
assintomaticos. Nos estudos de Goncalves et al. (2021b), que avaliaram trés
familias de irmdos completos, oriundas da recombinacdo entre individuos da
primeira geracéo de retrocruzamento, os primeiros sintomas foram relatados aos
50 dias apos o inicio do experimento e, também, no nono més de avaliacdo todas
as plantas estavam sintomaticas, com os sintomas variando de leves a severos.

Apés um ano, no final das avaliagbes, 100% das plantas apresentavam
sintomas da doencga, com diferentes niveis de severidade. Diferenca esta que pode
estar relacionada com a variabilidade genética existente na populacdo segregante

e, também, nos isolados virais (Cerqueira-Silva et al., 2008).



26

Outros fatores como a quantidade de genes envolvidos na heranca da
resisténcia também devem ser considerados para explicar os diferentes niveis de
severidade causados pelo CABMV. Santos et al. (2019) encontraram sete locos de
menor efeito (QTLs) associados a resisténcia ao virus. Além desses, os fatores
ambientais como temperatura e precipitacdo devem ser considerados, visto que
podem influenciar na viruléncia do patégeno e como o0s sintomas da doenga se
manifestam (Mendes et al., 2022).

Durante o periodo de avaliagdo do experimento, as temperaturas minimas
variaram de 17,4 a 23,9 °C e as temperaturas maximas de 27,6 a 33,9 °C. A
precipitacdo média mensal variou de 0,1 a 313,4 mm, com total acumulado de
1423,2 mm. Foi observado que nos meses mais frios e com menores precipitacoes,
no periodo do inverno, houve um aumento dos sintomas da virose. O periodo do
inverno é caracterizado por apresentar menor incidéncia de luz natural, isso causa
reducao da atividade vegetativa da planta (Xu; Hu; Poethig, 2021) o que, de acordo
com Santos et al. (2021), pode causar um aumento dos sintomas foliares da virose
causada pelo CABMV.

Foi observado que as condi¢cBes favoraveis de temperatura para a maioria
das espécies de pulgbes descritas no Brasil sdo na variacdo de 20 a 24 °C e baixa
precipitacdo, o que favorece a formacdo de maiores colénias desses insetos
(Garcéz et al., 2015). Os principais responsaveis pela transmissao e dispersao do
CABMV sdao os afideos alados, mas temperaturas acima de 25°C inibem sua
atividade bioldgica, interferindo na sua mobilidade, o que impede, em grande parte,
a disseminacéo da doenca (Rodrigues et al., 2016).

3.1.4.2. Estimativa dos parametros genéticos

Os valores de AACPDM variaram de 371,25 (resistente) a 1076,25
(suscetivel) para os genotipos avaliados. Os genotipos que obtiveram 0s menores
valores de AACPDM foram de P. setacea (371,25 a 393,75) e as plantas 450, 340
e 30 da populacdo segregante RCs (397,5; 412,5; 420 respectivamente). Esses
genodtipos apresentaram sintomas leves da doenca, com mosaico leve, sem
deformagéo foliar e poucas folhas com os sintomas, sendo considerados
resistentes.

Os genotipos que obtiveram maiores valores de AACPDM, além das P.
edulis, foram as plantas 533 (1076,25) e 365 (990) da familia RC3-501, e a planta
417 (975) da familia RCs-17, ambas as familias obtiveram os resultados mais
severos da doenga. A planta 426 de P. edulis foi um dos gendtipos que obteve
maior valor de AACPDM com 948,75. Todos esses gendétipos exibiram sintomas
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mais graves da doenca, com mosaico severo, bolhas e deformacdes foliares
distribuidas em quase toda area ocupada pela planta, portanto, foram consideradas
altamente suscetiveis.

Os parametros genéticos foram estimados para AACPDM (Tabela 2). Foi
possivel observar diferencas significativas entre os genétipos a 1% de
probabilidade pelo teste do Qui-quadrado para as caracteristicas AACPDM, isso
indica que h& variabilidade genética na populacdo avaliada, possibilitando a
selecdo dos melhores gendtipos para futuras etapas do método do
retrocruzamento.

Na Tabela 2 é possivel observar valores medianos para as estimativas de
herdabilidade individual no sentido restrito (h?a), e baixos para herdabilidade aditiva
dentro de parcela (h%ad). A natureza poligénica e de heranca complexa pode ser
utilizada para explicar esses resultados, em sua maioria, essas caracteristicas, sdo
condicionados por muitos genes com pequenos efeitos individuais e sofrem grande
influéncia do ambiente (Cruz; Carneiro; Regazzi, 2014).

Tabela 2. Andlise de deviance e estimativas dos parametros genéticos via
procedimento REML, para resisténcia ao Cowpea aphid-borne mosaic virus
baseado na area abaixo da curva de progresso da doenca média (AACPDM), em
gendtipos de maracujazeiro provenientes da populacdo segregante RCs.

AACPDM
Efeito Deviance LRT (x2)
Genotipos 4815,64 18,71**
Modelo completo 4796,93
Parametros Genéticos AACPDM
(o 2426,47
o2 parc 399,06
o? dentro 8961,38
o’ 11786,92
h2a 0,41 +- 0,12
hZad 0,27
h2mp 0,95
C2parc 0,03
ACprog 0,97
Média 621,63

** significativo a 1 % de probabilidade pelo teste Qui-quadrado. LRT(x?): teste de raz&o de
verossimilhanca.

o?,: variancia genotipica entre progénies de irmaos completos; o?parc: variancia ambiental
entre parcelas; o2sentro: Variancia residual dentro de parcela; o%: variancia fenotipica
individual; h2,: herdabilidade individual no sentido restrito; h2.4: herdabilidade aditiva dentro
de parcela; h?y,: herdabilidade da média de progénies; C? parc: Coeficiente de determinagdo
dos efeitos de parcela; Acprog: acuracia da selegéo de progénies.
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Considerando a herdabilidade com base na média de familia (h?mp), o valor
para AACPDM foi considerado alto (0,95), sendo este um resultado esperado, visto
gue os efeitos ambientais sdo minimizados, ja que estes sao divididos pelo nimero
de repeticbes e pelo numero de plantas por parcela. Com isso, os valores
fenotipicos se aproximam dos valores genotipicos, como também foi observado no
trabalho de Mendes et al. (2022).

As estimativas dos parametros genéticos auxiliam na escolha do método
de melhoramento de um programa. Elas séo essenciais, pois auxiliam na indicacao
de gendtipos, facilitando a conducdo de etapas futuras de programas de
melhoramento.

O retrocruzamento € uma estratégia de melhoramento com o objetivo de
introduzir caracteristicas controladas por um ou poucos genes (Freitas et al., 2015).
O programa de melhoramento do maracujazeiro da UENF utilizou desse método
para a incorporacdo de uma caracteristica de herangca complexa e, mesmo assim,
vem apresentando resultados promissores.

Os valores obtidos da herdabilidade para AACPDM mostraram que, nesse
caso, a melhor forma de fazer a selecao para a caracteristica avaliada € com base
nas familias que irdo proporcionar ganhos genéticos mais significativos (Ramalho
et al., 2012a).

No trabalho de Preisigke et al. (2021), em que foi avaliada a populacdo RCa,
também foi encontrada alta herdabilidade com base na média da familia (0,95),
possivelmente indicando que a variacao fenotipica observada tem mais origem
genética do que ambiental. Isso indica uma situacao favoravel a selecédo de familias
ou de individuos dentro de familias, de forma a contribuir para reducdo da virose
em geracoes futuras.

Em relacdo a acuracia seletiva, segundo Resende et al. (2014), valores
acima de 70% devem ser buscados. No presente estudo a estimativa foi de 97%,
apresentando alta precisao e confiabilidade dos valores preditos, como também foi

observado no estudo de Vidal et al. (2021).
3.1.4.3. Selecao de genotipos e estimativa de ganho genético por BLUP

Foram ranqueados 30 gendtipos com 0s menores valores genéticos para a
caracteristica avaliada. Sabe-se que o éxito de um programa de melhoramento
genético depende da escolha dos melhores gendtipos que serdo os genitores das
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geracOes futuras, essa selecdo deve ser feita com base nos valores genéticos
aditivos dos individuos (Cruz; Carneiro; Regazzi, 2014). Dessa forma, os ganhos
genéticos foram preditos e novas médias estimadas (Tabela 3).

A AACPDM corresponde as interacbes numéricas da proporcdo de
doencas em relacdo ao tempo e, com ela, € possivel inferir a severidade da doenca
ao longo do tempo. Dessa forma, quanto mais resistente for o individuo, menor sera
o valor da AACPDM (Goncalves et al., 2021b; Mendes et al., 2022). Com isso, 0
ranqueamento para AACPDM foi feito em ordem crescente para os valores dos
efeitos genéticos aditivos preditos e ganhos.

Os valores genéticos aditivos variaram de -103,73 a -74,28 e 0s ganhos
preditos variaram entre —7,85% a -2.98%, sendo a nova média dos individuos
selecionados menor que a média geral. Como as estimativas sdo com base na area
abaixo da curva de progresso da doenca, sdo esperados valores negativos dos
ganhos genéticos para os melhores genétipos.

Em relacéo as familias com maior nimero de genotipos resistentes, a RCs-
293 se destacou com 25 genotipos, sendo considerada a melhor familia. Em
seguida esta a familia RC3-153 com 5 gendtipos. Nenhum gendtipo das familias
RC3-355, RCs-17 e RC3-501 foi selecionado, ndo sendo estas familias indicadas

para gerar genotipos resistentes nas proximas geracoes.



Tabela 3. Ranqueamento dos 30 gendtipos com as menores estimativas para valor genético aditivo, ganhos genéticos e novas médias
preditas, estimados via REML/BLUP, em gendtipos de maracujazeiro oriundos da terceira geracao de retrocruzamentos, para area
abaixo da curva de progresso da doenca média (AACPDM). Campos dos Goytacazes, RJ, 2023.

AACPDM
Ordem Genotipo Bloco Familia Valor fenotipico Valor Genético Ganho (%) Nova Média
1 450 4 293 397,50 -103,73 -7,85 613,78
2 675 6 293 423,75 -101,94 -7,65 613,98
3 163 2 293 420,00 -94,63 -7,45 614,18
4 340 3 293 412,50 -94,12 -7,26 614,37
5 476 5 293 438,75 -90,03 -7,08 614,55
6 475 5 293 446,25 -88,01 -6,91 614,73
7 673 6 293 476,25 -87,73 -6,73 614,91
8 334 3 293 442,50 -85,99 -6,56 615,07
9 483 5 293 453,75 -85,97 -6,38 615,24
10 183 2 293 457,50 -84,47 -6,22 615,42
11 441 4 293 476,25 -82,41 -6,05 615,58
12 474 5 293 468,75 -81,91 -5,88 615,75
13 434 4 293 480,00 -81,39 -5,72 615,91
14 482 5 293 472,50 -80,89 -5,56 616,07
15 481 5 293 472,50 -80,89 -5,39 616,24
16 674 6 293 506,25 -79,60 -5,23 616,40
17 445 4 293 487,50 -79,36 -5,07 616,56
18 389 4 153 453,75 -79,12 -4,91 616,73
19 677 6 293 510,00 -78,58 -4,75 616,88
20 446 4 293 491,25 -78,34 -4,58 617,05

0€



Tabela 3, Cont.

AACPDM
Ordem Genatipo Bloco Familia Valor fenotipico Valor Genético Ganho (%) Nova Média
21 396 4 153 457,50 -78,09 -4,42 617,21
22 106 1 153 442,50 -76,95 -4,26 617,37
23 41 1 293 468,75 -76,01 -4,11 617,53
24 35 1 293 468,75 -76,01 -3,94 617,69
25 579 5 153 468,75 -75,76 -3,78 617,85
26 384 4 153 468,75 -75,05 -3,63 618,01
27 29 1 293 472,50 -74,99 -3,46 618,17
28 486 5 293 495,00 -74,81 -3,31 618,33
29 479 5 293 495,00 -74,81 -3,15 618,48
30 448 4 293 506,25 -74,28 -2,98 618,65

Valor fenotipico: intensidade dos danos a planta causados pelo CABMV ao final das avaliacdes; Nova média: média esperada da
proxima geracao em relacdo a intensidade dos danos a planta causados pela CABMV; AACPDM: &rea média sob a curva de progresso
da doenca.

T€
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Nos estudos de Gongalves et al. (2021) foram avaliadas trés familias de
irm&os completos originadas da recombinacao entre os individuos da geracéo RC1,
os ganhos para AACPDM variaram de -0,07 a 0,28%. Na populacéo RC2, avaliada
por Vidal et al. (2021), os valores genéticos variaram de -7,28 a -3,89 e ganhos
positivos de 0,60 a 1,92%. Observa-se que, com o0 passar das geracdes de
retrocruzamentos, os ganhos negativos para AACPDM sédo incrementados,
resultados que s&o positivos para dar continuidade a esse meétodo de
melhoramento no programa do maracuja da UENF.

O gendtipo representado pela planta 450 no campo, foi observado como o
mais resistente entre os 30 gendétipos selecionados, com 397,5 de AACPDM. Ele
também foi o indicado com o melhor valor genético, pertencendo a familia RC3-293,
que foi a familia com os melhores ganhos, seguida pela familia RC3-153 (Tabela
4).

Tabela 4. Ranqueamento das cinco familias de RCs com as estimativas para valor
genético aditivo, ganhos genéticos e novas médias preditas, estimados via
REML/BLUP. Campos dos Goytacazes, RJ, 2023.

Ordem Progénie g Ganho Nova Média
1 501 54,8166 54,8166 676,4502
2 17 27,7524 41,2845 662,9181
3 355 16,6791 33,0827 654,7163
4 153 -42,8960 14,0880 635,7217
5 293 -56,3522 0 621,6336

Comparando o0s genotipos selecionados da terceira geracdo de
retrocruzamento com a espécie silvestre (Ps) e a cultivar comercial (Pe) na Figura
5, é possivel observar que nenhum genétipo passou de 700 no valor da AACPD,
sendo a cultivar comercial extremamente suscetivel a doenca. Todos 0s genotipos
foram levados juntos e sadios ao campo, mas P. edulis apresentou sintomas no

inicio das avaliagdes e se manteve com sintomas severos e constantes da doenca.
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Figura 5. Média da &rea abaixo da curva de progresso da doenca (AACPDM) ao
longo de 12 meses de avaliacbes em 30 gendtipos mais bem ranqueados para
resisténcia ao CABMV da terceira geracao de retrocruzamento, bem como a cultivar
comercial (Pe) e a espécie silvestre (Ps). Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro, Campos dos Goytacazes - RJ, 2023.

Nota-se que o gendtipo 163 obteve maior valor de AACPDM depois da P.
edulis, com 660, sendo este gendtipo ndo recomendado para compor futuras
geracOes de retrocruzamento. Genotipos como 450, 340, 476 e 389 poderdo ser
indicados como genitores na proxima geragao de retrocruzamento, visto que estao
entre os 30 mais bem ranqueados, apresentaram baixos valores de AACPDM e
foram selecionados para analises moleculares, conforme apresentado no segundo
capitulo deste trabalho.

Mesmo que a caracteristica de resisténcia seja de heranca quantitativa, o
uso do método do retrocruzamento tem se mostrado efetivo em transferir genes de
resisténcia ao CABMV. Esse resultado positivo pode ser consequéncia do grande
namero de genotipos avaliados e pelas altas estimativas da herdabilidade para a
caracteristica avaliada. Quando a expressdo da caracteristica envolve varios
genes, é recomendado avaliar um grande nimero genétipos em cada geracao de
retrocruzamento e avaliar bem os sintomas induzidos pela doenga, o que aumenta

a acuracia na selecdo de gendtipos resistentes ao virus (Preisigke et al., 2021).
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Segundo Borém et al. (2021), para o desenvolvimento de novas cultivares
com as caracteristicas desejaveis, € essencial a escolha de individuos com boas
caracteristicas agrondmicas. O presente trabalho ndo indicou genaétipos a partir
dessas caracteristicas, sendo este um trabalho paralelo, aqui os genétipos foram
indicados com base em caracteristicas estimadas para a area abaixo da curva de

progresso da doencga e, no proximo capitulo, com base nas andlises moleculares.

3.1.5. CONCLUSOES

Os valores da herdabilidade individual no sentido restrito e da herdabilidade
da média de progénies sugeriram a melhor selecdo dentro das familias,
possibilitando a selecéo de individuos superiores.

Dos 30 gendtipos ranqueados para resisténcia ao CABMV, os genotipos
450, 476, 340 e 389 apresentam os melhores ganhos e menores valores de
AACPDM, com isso, podem ser indicados a compor a préxima geracdo de
retrocruzamento.

Dos 30 gendtipos mais bem ranqueados, somente os 163, 446, 448, 489,
674 e 677 ndo sdo considerados resistentes no decorrer das analises. Todos 0s
outros gendtipos do ranqueamento apresentam caracteristicas promissoras para a

resisténcia ao CABMV.
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3.2. APLICACAO DE MARCADORES MICROSSATELITES EM POPULACAO
SEGREGANTE RCs PARA ESTIMAR DISTANCIAS GENETICAS E AUXILIAR

NA SELECAO DE GENOTIPOS

3.2.1. INTRODUCAO

Os marcadores moleculares séo ferramentas de auxilio muito importantes
em programas de melhoramento genético, utilizados em analises para as mais
diversas finalidades. Nesse estudo, foram utilizados marcadores microssatélites
para estimar as distancias genéticas entre genétipos da terceira geracao de
retrocruzamento do maracujazeiro da UENF.

Repeticdes de sequéncia simples (SSRs), também conhecidas como
microssatélites, sdo repeticbes curtas em tandem de sequéncias de DNA,
amplamente utilizadas como marcadores genéticos em varias aplicagées, como
impressao digital de DNA, mapeamento de genes, analise forense, reproducao
assistida por marcadores e avaliacdo da pureza da semente (Abdurakhmonov,
2016).

Os marcadores SSR séo polimorficos e, por isso, fornecem bastante
informacdo genética por locos, além de serem abundantes no genoma, sao

multialélicos, acessiveis e faceis de serem analisados (Turchetto-Zolet et al., 2017).
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Estes marcadores genéticos séo ideais devido a diversidade de sequéncias
SSR e a conservagdo de suas regides flanqueadoras. Seu uso na selecédo de
genaotipos é baseado na genotipagem precisa e eficiente, que constitui a base dos
SSRs como um marcador genético eficaz em varias aplicacdes (Li et al., 2017).

Nos ultimos anos, o uso de marcadores microssatélites emergiu como uma
poderosa ferramenta na pesquisa de melhoramento genético do maracuja. A
aplicacdo de marcadores microssatélites em programas de melhoramento de
maracuja tem fornecido informacdes valiosas sobre a diversidade genética,
estrutura populacional e padrdes de heranca desta fruticultura.

Pesquisadores da UENF desenvolveram uma nova estratégia de selecéo
para familias de meios-irmaos de maracuja azedo (Passiflora edulis), utilizando
marcadores microssatélites que envolve selecdo recorrente e visa melhorar as
caracteristicas genéticas do fruto, como resisténcia a doencas e melhoria do sabor
(Cavalcante et al., 2019).

Avancos recentes nas tecnologias de sequenciamento do genoma
permitiram a geracdo de uma montagem do genoma em escala cromossémica para
0 maracuja. Esta descoberta fornece informacfes valiosas sobre a evolucao e
sintese do sabor do maracuja, facilitando novos esforcos de melhoramento
genético (Xia et al., 2021).

Os marcadores microssatélites apresentam altos niveis de polimorfismo,
permitindo a detec¢do de variabilidade em espécies com baixos niveis de
diversidade genética. Essa caracteristica os torna particularmente Uteis no
melhoramento genético do maracuja, que pode apresentar variacdo genética
limitada (Cavagnaro et al., 2011).

Esses marcadores sdo herdados de maneira mendeliana e atuam como
marcadores codominantes. Isto significa que podem refletir com precisdo as
contribuicbes genéticas de ambos o0s progenitores, fornecendo informacdes
valiosas para programas de melhoramento (Miah et al., 2013).

Marcadores microssatélites tém sido amplamente utilizados em estudos de
diversidade genética de populacbes de maracuja. Ao analisar as variacbes nos
alelos dos microssatélites, os pesquisadores podem avaliar as distancias genéticas
e as relacdes entre os diferentes genotipos dentro de uma populacao, auxiliando
na compreensdo da estrutura e diversidade genética. Eles também tém sido

empregados em genética populacional e estudos evolutivos do maracuja. Esses
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marcadores permitem aos pesquisadores investigarem a estrutura genética, o fluxo
génico e 0s processos evolutivos que moldam as populacdes de maracuja
(Goncalves-Vidigal & Rubiano, 2011).

O programa de melhoramento genético vegetal da UENF faz uso dos
marcadores moleculares em suas variadas pesquisas, por exemplo, no estudo de
Cavalcante (2019) foram utilizados 107 iniciadores microssatélites, desenvolvidos
para P. edulis para identificar locos SSR capazes de diferenciar os genitores da
populacao proveniente do quarto ciclo de selecéo recorrente do maracujazeiro. Foi
constatado, por meio dos dados moleculares, que havia variabilidade nessa
populacédo e alguns gendtipos foram indicados para dar continuidade ao programa.

Este trabalho visa a aplicacdo de marcadores SSR em individuos da
terceira geracao de retrocruzamento do maracujazeiro da UENF, selecionados com
base na AACPDM. A ferramenta molecular foi utilizada a fim de analisar a estrutura
genética da populagdo, com o proposito de selecionar os melhores genétipos que
sejam geneticamente préximos a cultivar comercial Passiflora edulis. Com isso, é
possivel gerar suporte ao desenvolvimento da proxima geragao de retrocruzamento
desse programa de melhoramento genético, que podera gerar a primeira cultivar
de maracuja azedo resistente ao CABMV.

3.2.2. REVISAO DE LITERATURA

3.2.2.1. Marcadores moleculares e microssatélites

Os marcadores moleculares sdo amplamente utilizados em varios campos
da biologia, incluindo genética, biologia populacional, filogenética e biotecnologia.
Eles fornecem uma ferramenta estavel, econdbmica e de facil utilizacdo, para
detectar a variacdo genética e compreender a base genética das caracteristicas em
uma variedade de aplicagdes, incluindo mapeamento de genoma, marcacao de
genes, diversidade genética, analise filogenética e investigactes forenses. Alguns
exemplos de marcadores moleculares incluem aloenzimas, variacdes de repeticao
de DNA, polimorfismos de sequéncia de DNA e marcadores de hibridizacdo de DNA
(Gongalves-Vidigal & Rubiano, 2011).
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Vale ressaltar que os marcadores moleculares de DNA também s&o usados
no melhoramento de plantas para investigar polimorfismos entre sequéncias de
nucleotideos de diferentes individuos, fornecendo informacdes para a
compreensao da base genética das caracteristicas (Nadeem et al., 2018). A
escolha do marcador para uma pesquisa dependerd do uso direcionado, mas
microssatélites e SNPs atendem amplamente a maioria dos requisitos (Grover;
Sharma, 2016).

Os marcadores moleculares conhecidos como Single Sequence Repeat, 0s
SSR, sdo baseados em PCR (Polymerase Chain Reaction), essas ferramentas
versateis sao utilizadas em estudos genéticos de populacao (Turchetto et al., 2017).
Séo repeticdes curtas em tandem de sequéncias de DNA, de motivos de 1 a 6
nucleotideos. Eles sdo amplamente utilizadas como marcadores genéticos em
varios campos de pesquisa incluindo genética de culturas, genética populacional e
andlise de diversidade genética (Vieira et al., 2016).

Os marcadores microssatélites sdo codominantes, o que significa que
ambos os alelos podem ser distinguidos, além de serem multialélicos, com isso,
fornecem um alto niamero de informacao genética por loco. Eles sédo altamente
polimérficos, tornando-se Uteis para distinguir entre individuos ou populacfes
(Wang et al., 2021). O numero de unidade de repeticdo pode variar entre genotipos,
0 que se atribui ao fato de o marcador ser altamente polimérfico (Zanella et al.,
2017).

O numero de marcadores microssatélites usados em um estudo podem
influenciar significativamente os resultados obtidos, com numeros crescentes de
marcadores levando a estimativas mais precisas de parametros de diversidade
(Wang et al., 2021).

Uma vez desenvolvidos, os marcadores microssatélites podem ser usados
para analisar a diversidade genética, estrutura populacional e fluxo génico, entre
outras aplicagbes (Vieira et al.,, 2016). Alguns estudos tém focado no
desenvolvimento de novos marcadores microssatélites e sua aplicagdo na analise
da diversidade genética em espécies vegetais especificas, como lentilhas e
amendoins (Grover; Sharma, 2016; Zhao et al., 2017).

Os marcadores microssatélites tém sido extensivamente estudados e
desenvolvidos na é&rea de melhoramento genético do maracuja. Os

desenvolvimentos recentes nesta area incluem altos niveis de polimorfismo de
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DNA, cujos estudos recentes desenvolveram com sucesso marcadores
microssatélites para maracujazeiro azedo usando sequenciamento parcial do
genoma. Esses novos marcadores apresentam altos niveis de polimorfismo de
DNA, indicando seu potencial para analise genética e fins de melhoramento. Os
marcadores também foram testados quanto a eficiéncia de genotipagem e
polimorfismo de marcadores em acessos de maracuja e mostraram resultados
promissores, com alta porcentagem de polimorfismo de DNA detectado e uma
gama de alelos por locus (Araya et al., 2017).

Os marcadores microssatélites recentemente desenvolvidos tém sido
aplicados para estudar a diversidade genética e a estrutura populacional do
maracuja. Esses marcadores permitem aos pesquisadores avaliarem a
variabilidade genética nas populacdes de maracuja, fornecendo informacdes
valiosas para os esforcos de conservacao e melhoramento (Cerqueira-Silva et al.,
2014c).

A tecnologia de sequenciamento de proxima geracdo tem sido utilizada
para analisar o genoma do maracuja e identificar repeticdes de microssatélites.
Esta abordagem permitiu a identificacéo e sele¢édo de contigs especificos contendo
sequéncias de microssatélites repetidas perfeitas para o desenvolvimento de
marcadores (Araya et al., 2017).

No geral, os recentes desenvolvimentos em marcadores microssatélites
para maracuja forneceram ferramentas valiosas para analise genética,
melhoramento e esforcos de conservacédo. Esses marcadores oferecem um meio
econdmico e eficiente de avaliar a diversidade genética, a estrutura populacional e
o polimorfismo de marcadores em populacdes de maracuja. Além disso, contribuem
para os esfor¢cos continuos para melhorar as variedades de maracuja e garantir o

cultivo sustentavel desta fruteira economicamente importante.
3.2.2.2. Melhoramento do maracujazeiro com marcadores moleculares

O recurso genético do maracuja apresenta variabilidade na resisténcia as
principais doen¢as do maracujd e uma alta variabilidade morfolégica. A biologia
molecular e o uso de marcadores moleculares fornecem ferramentas Uteis para
pesquisas basicas e aplicadas associadas ao melhoramento genético em

diferentes estagios. A base genética do maracuja azedo € restrita quanto a

resisténcia e tolerancia a doencas, e os autores defendem o uso de recursos



40

genéticos de espécies silvestres em programas de melhoramento (Cerqueira-Silva
et al., 2014a).

O melhoramento do maracuja é uma importante area de pesquisa, e varios
estudos tém sido realizados para explorar a diversidade genética do género
Passiflora. O estudo de Paiva et al., (2014) objetivou determinar a variabilidade
genética e as distancias entre 10 espécies do género Passiflora usando
marcadores microssatélites. Constatou-se que os marcadores SSR foram eficazes
na deteccado da variabilidade genética entre as espécies e podem ser usados para
apoiar programas de melhoramento.

No estudo de Viana et al. (2010), foi investigada a diversidade genética em
seis espécies silvestres de Passiflora usando caracteristicas morfologicas e
moleculares. O estudo encontrou diferencas estatisticamente significativas entre as
espécies, indicando que tanto caracteristicas morfolégicas, quanto moleculares
podem ser utilizadas para avaliar a diversidade genética em Passiflora.

Varios autores tém enfatizado pesquisas sobre a descri¢cdo, caracterizacao
e uso de germoplasma como prioridade para a producdo de maracuja visando
obtencao de cultivares mais produtivas e com maior resisténcia a doencas. Estudos
tém sido conduzidos para determinar a diversidade genética de gendétipos de
maracuja, usando marcadores de polimorfismo amplificado relacionado a
sequéncia (SRAP) e marcadores de polimorfismo de nucleotideo Unico (SNP)
(Sturm et al., 2020).

Oluoch et al. (2018) analisaram a diversidade genética de gendétipos de
maracuja cultivados no Quénia por marcadores de polimorfismo amplificado
relacionado a sequéncia (SRAP). O estudo constatou que a diversidade genética
do maracujé era alta e os marcadores SRAP foram eficazes em detectar a variacao
genética entre os genotipos (Oluoch; Nyaboga; Bargul, 2018).

Um estudo recente publicado na Nature usou a montagem do genoma em
escala cromossdmica para fornecer informacdes sobre a evolugéo e a sintese do
sabor do maracuja. Foi constatado que o maracuja tem uma historia evolutiva
complexa e identificou-se genes envolvidos na sintese de compostos de sabor (Xia
et al., 2021).

Existem estudos com o uso de marcadores microssatélites no género
Passiflora, mas poucos envolvendo varias espécies. Paiva et al. (2014)

investigaram a amplificacdo cruzada de marcadores SSR para 10 espécies de
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Passiflora, de forma a quantificar a variabilidade genética dos gendtipos. Primers
heterdlogos foram amplificados na maioria das espécies analisadas, sendo
encontrada ampla diversidade entre elas, isso propicia pesquisas com cruzamentos
interespecificos de forma a transferir alelos favoraveis.

No estudo de Cavalcante (2019), foram avaliadas 23 familias de meios-
irmaos oriundas do terceiro ciclo de selecdo recorrente do programa de
melhoramento genético do maracujazeiro da UENF, para investigar o efeito da
juncao de informacfes agrondmicas e moleculares na expresséo da diversidade
genética. Para a andlise molecular, foram selecionados 95 gendtipos pertencentes
as 20 melhores familias de maracujazeiro-azedo, tendo como critério os individuos
mais produtivos. Foi notada que ha variabilidade na populacdo proveniente do
quarto ciclo de selecao recorrente, possibilitando a continuidade do programa e a
obtencdo de ganhos genéticos com a selecao de gendtipos superiores.

Em uma pesquisa para confirmar a hibridacdo em gendétipos de maracuja
ornamental, o DNA genbmico das espécies genitoras e dos supostos hibridos foi
extraido, e os primers RAPD foram usados para obter marcadores moleculares e
selecionar hibridos interespecificos de maracuja. Oito primers foram usados para
confirmar os hibridos derivados de P. gardneri com P. alata, P. watsoniana com P.
alata, P. watsoniana com P. gardneri e P. gardneri com P. gibertii (Conceicao et al.,
2011).

Outro estudo caracterizou e selecionou acessos de maracuja com base em
marcadores moleculares microssatélites e reacdes a doencas para uso em
programas de melhoramento. O estudo identificou 127 alelos (média de 5,52 alelos
por loco), sendo 30% privados para acessos de maracuja amarelo ou roxo
(Cerqueira-Silva et al., 2015).

No geral, a pesquisa sobre melhoramento do maracujazeiro tem se
concentrado na identificacdo da diversidade genética, resisténcia a doencas e
caracterizagcdo de germoplasma para desenvolver cultivares mais produtivas e
resistentes a doencgas. O uso de marcadores moleculares forneceu ferramentas

Uteis para essas pesquisas.
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3.2.3. MATERIAL E METODOS

3.2.3.1. Extracdo e quantificacdo do DNA gendémico

As amostras de folhas jovens dos 92 gendétipos de todas as familias,
selecionados com base em variadas notas na AACPDM, foram coletadas na area
experimental localizada na Escola Técnica Estadual Agricola Antbnio Sarlo, no
municipio de Campos dos Goytacazes, Rio de Janeiro, além desses genotipos,
também foram selecionadas as espécies de Passiflora e um parental que originou
a familia RCs-501.

As amostras foram levadas ao Laboratério de Melhoramento Genético
Vegetal (LMGV) da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro
(UENF). Em seguida elas foram maceradas em nitrogénio liquido, sendo efetuada
a extracado do DNA gendmico, empregando-se o procedimento proposto por Doyle
e Doyle (1990), com algumas adaptacoes.

Foram adicionados aos tubos contendo as amostras maceradas, 850 uL do
tampéo de extracdo contendo 2% CTAB, 2,0 mols L-1 NaCl, 20 mmol L-1 EDTA,
100 mmol L-1 TrisHCI (pH 8,0), 2% PVP e 2,0% - mercaptoetanol, estes dois Gltimos
necessarios para remocao dos compostos fendlicos. O material foi incubado a 65°C
por 40 minutos e homogeneizado suavemente por inversao a cada 10 minutos.

ApOs as amostras atingirem temperatura ambiente, os tubos foram
centrifugados por 8 minutos a 14.000 rpm e vertidos em novo tubo de 1,5 mL. Foram
adicionados 800 pL cloroférmio: alcool isoamilico (24:1) para efetuar a
desproteinizacdo. Este material sofreu suaves inversfées durante aproximadamente
10 minutos, até ficar turvo.

A fase orgéanica foi separada por centrifugagéo, a 14.000 rpm por 8 minutos.
O sobrenadante foi transferido para um tubo de 1,5 mL devidamente identificado,
essas etapas foram repetidas por mais trés vezes, sendo que o cloroformio
adicionado deve ser 100 uL a mais que o volume do sobrenadante em cada etapa.
Os acidos nucleicos foram precipitados pela adicdo de dois tercos (cerca de 400
ML) do volume de isopropanol gelado, e incubados por 30 minutos a -80°C.

O precipitado foi sedimentado por centrifugacdo, a 14.000 rpm por 10
minutos. O sobrenadante foi descartado e o precipitado lavado duas vezes com
500 pL de etanol a 70% gelado, para retirada de sal presente, e mais duas vezes
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com 500 uL de etanol a 95% gelado. Apds cada lavagem o material foi centrifugado
por 5 minutos a 14.000 rpm.

Apos o descarte do ultimo sobrenadante, o material foi levado ao aparelho
de banho seco, até todo etanol ser removido. Em seguida, o material foi
ressuspendido em 100 yL de solugdo TE (Tris-EDTA - 10 mmol L-1 Tris-HCI, 1
mmol L-1 EDTA, pH 8,0) com RNAse em uma concentracéo final de 10 yg mL-1 e
incubado em banho-maria a 37°C por 40 minutos. O material foi, entdo,
armazenado a -20°C até o uso.

Apébs a extracdo, o DNA foi submetido a quantificacdo via analise em gel
de agarose a 1% com tampao TAE 1X (Tris, Acetato de Sdédio, EDTA, pH 8,0)
utilizando o marcador Lambda (A) de 100 pb (100 ng/pL-1) (Invitrogen, USA). As
amostras de DNA foram coradas utilizando a mistura de GelRedTM e Blue Juice
(1:1) e a imagem capturada pelo sistema de fotodocumentacdo da Loccus L-PIX
EX. Baseada nas imagens obtidas, a concentragdo de DNA foi estimada em
comparacao com o marcador de 100pb e as amostras de DNA foram diluidas para

a concentragao de trabalho de 10 ng/pL-1.
3.2.3.2. Triagem dos primers

Visando testar as condi¢bes da reacdo em cadeia da polimerase (PCR),
um total de 135 pares de primers génicos desenvolvidos por VenancioGroup da
UENF, projetados para amplificar locos SSR em Passiflora edulis. Foram testados
em 5 individuos, com gradiente de temperatura variando de 50°C a 57°C, com as
reacdoes de PCR realizadas em termocicladores da Applied Biosystems/Veriti 96
well, num programa de 36 ciclos, com as seguintes temperaturas e tempo: 94°C
durante 4 minutos (desnaturacao inicial); 94°C por 1 minuto (desnaturacao ciclica);
temperatura especifica de cada iniciador, em graus Celsius, por 1 minuto
(anelamento); 72°C por 2 minutos (extenséo ciclica); 72°C por 10 minutos (extenséo
final); e 4°C forever.

Apos o screening, foi selecionado um conjunto de 45 iniciadores para as
reacoes de amplificacdo, sendo 5 primers por grupo de ligacdo. A partir destes

foram selecionados 27 primers polimorficos (Tabela 5).



Tabela 5. Sequéncia dos 27 pares de iniciadores microssatélites, customizados pela empresa Invitrogen em 2021, utilizados nas
amplificacdes dos 95 genatipos de Passiflora.

Cromossomo Primer Sequéncia (5'3") TA

Chr01 Maracuja 01 F: CCATGCATGGTGTTCTTCCC 51°C
R: GACTCAATGCCACACACAACC

Chr01 Maracuja 07 F: TCGCTCCTTTTTCCTCTCCG 56°C
R: CACTTATCGGGAGGCAACCC

Chr01 Maracuja 08 F: CACAGTGATTGGCATCCTGC 56°C
R: GAGGCCTGATTTGTTGATGGC

Chr02 Maracuja 17 F: AGCATCCCCAATACACTGCC 53°C
R: ACCTGGATAAAGAGGGAACGG

Chr02 Maracuja 22 F: TCTGGATGTAGAAAGCGTTTTGC 53°C
R: CCCTGCAGTTTTCTTCTGAGG

Chr02 Maracuja 30 F: CTCACCGAAACCGATTTCCG 54°C
R: GTGAGAGCAGAGTGAGAGCG

Chr03 Maracuja 32 F: TGTCTGAATGGTCCTCTCCG 53°C
R: TCGTATCCGACAGAGATCCG

Chr03 Maracuja 35 F: AGAATCGAGCTTGTTTGTTTTAACC 55°C
R: TAAGAGAACCGGTGGACTGC

Chr03 Maracuja 42 F: TGAATTATTTGGCCTAGGCTATGC 55°C
R: TCTTTTAGATGGTGCGTTGGC

Chr04 Maracuja 58 F: TGCATGTGAAAGGAGGATTGG 55°C
R: CAAAGGAGGCAAGGCAAAGG

14%



Tabela 5, Cont.

Cromossomo Primer Sequéncia (5'3") TA

Chro4 Maracuja 60 F: CGTTTGAGTGGTAAGTCTGGC 53°C
R: AGCAGCCAGATTCAAGTTTAATCC

Chr05 Maracuja 62 F: ACAATGATATTTGGAGGCACTTTGG 54°C
R: ACTGCTGGGATTACATCAAAGG

Chr05 Maracuja 63 F: AGCCTGCCATTATTCATTCTGC 51°C
R: CTTCATGAATACCGCAGCCG

Chr05 Maracuja 71 F: GTTGAGGAACACACAAGGAGG 55°C
R: AAGCAGCACTCTCGATCTCC

Chr06 Maracuja 76 F: TACCTCAGGCCTACCTCTGG 52°C
R: CGAGTCTGTTCGAGAGCAGG

Chr06 Maracuja 81 F: CATTTGGTAGACAACAAAAGTTAGGG 51°C
R: CCAATAAAATTCAAGGTACGCTTGC

Chr06 Maracuja 89 F: CCACCTAATCGAAGACAGCCC 52°C
R: TGCCTATCGGGATACTTATGAACC

Chr07 Maracuja 93 F: ACAACCACACCTTCCTTCGG 52°C
R:GCTTGATAAAGATTGAAAAGATGGGC

Chr07 Maracuja 94 F: TAGGCGAATGCTCATGACCC 51°C
R: TCATGCTTCCCCAAACAAGC

Chr07 Maracuja 101 F: GGTCCTGTGCTTTGTAACGC 52°C
R: TTCTTACAGCCGACACCACC

1%



Tabela 5, Cont.

Cromossomo Primer Sequéncia (5'3") TA

Chr08 Maracuja 109 F: CCCTGACCACTTCTCTACTGG 53°C
R: TGACCAGTTTTTCATGATGAGACC

Chr08 Maracuja 110 F: GGTCATGACTGAGCCTATAGAGG 52°C
R: GCATCTCAGAGAGGCCATCC

Chr08 Maracuja 112 F: TCAAAGCACGTCGTATCACG 51°C
R: TTTTGTCGGTTTGCGTTTGC

Chr08 Maracuja 119 F: TGCTCGATTGTGAAGCAAGC 52°C
R: GGAATTCCACCAGCAAAGGC

Chr09 Maracuja 123 F: TTACCTGTCCCATTCAGCCG 53°C
R: CTGTGTTTTGTCACGATCATGC

Chr09 Maracuja 125 F: TGAGTCCGTTCATGAGCAGC 54°C
R: CAACTACCGGCTCAGGTGG

Chr09 Maracuja 135 F: ACCTTTGAGATGAGCATCCTCG 53°C
R: TGGCATTGACTTATGATTATAGACCC

TA: Temperatura de anelamento.

o
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3.2.3.3. Reacédo em cadeia da Polimerase (PCR) para marcadores SSR

As reacOes de PCR foram realizadas em termocicladores da Applied
Biosystems/Veriti 96 well, em um programa de 38 ciclos, obedecendo as seguintes
temperaturas e tempo: 94°C durante 4 minutos (desnaturacao inicial); 94°C por 2
minutos (desnaturacgdo ciclica); temperatura especifica de cada iniciador, em graus
Celsius, por 1 minuto (anelamento); 72°C por 2 minutos (extenséo ciclica); 72°C por
10 minutos (extensao final); e 4°C forever.

O volume final foi de 13 yL para cada amostra, sendo: 2 uL de DNA (10
ng/ul), 1,50 uL de Tampéo 10X (NH4S04), 1,5 uL de MgCI2 (25 mM), 1,5 uL de
dNTPs (2 mM), 1 uL de iniciador (R+F) (5 uM) e 0,12 pL de Taqg-DNA polimerase
(5 U/uL) (Invitrogen, Carlsbad, Califérnia, EUA).

Os produtos da amplificacdo foram diluidos numa relacdo de 8 ul de
amostra para 16 ul de Buffer E do kit DNF 900 e submetidos a um sistema de
eletroforese capilar (Fragment Analyzer - AATI), no qual fragmentos amplificados
de 35 a 500pb séo separados com uma resolucao de aproximadamente 2bp. Cada

corrida teve duracdo de 2h e 20min sob uma voltagem de 8 kw.
3.2.3.4. Andlises estatisticas

Os dados obtidos a partir da amplificacdo dos 27 marcadores SSR foram
convertidos em cAdigo numérico para cada alelo por loco. A matriz numérica foi
desenvolvida atribuindo-se valores de 1 até o maximo de alelos por loco, como
descrito a seguir: para um loco que apresenta trés alelos, tem-se a representacao
11,22 e 33 (A1A1, A2A2 e A3A3) para as formas homozigotas, e 12, 13 e 23 (A1A2,
A1A3 e A2A3) para as heterozigotas. A partir dessa matriz numérica, foi calculada
a distancia genética entre 0s gendtipos estudados, com o auxilio do programa
GENES (Cruz, 1998).

Foram testados trés indices que calculam a similaridade entre os pares de
gendtipos (Tabela 6), sdo eles: o indice ndo ponderado, o indice Ponderado e o
indice de Smouse e Peakall.

Trés métodos hierarquicos de agrupamento foram testados (Tabela 6). O
UPGMA (Unweighted Pair-Group Method using Arithmetic Avarages) que utiliza de
meédias aritméticas das medidas de dissimilaridade, evitando caracterizacdo por

valores extremos (Cruz; Ferreira; Pessoni, 2011). O método do vizinho mais
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proximo (Neighbor Joining), proposto por Saitou e Nei (1987), que agrupa 0s
individuos mais proximos com os dados da matriz de distancia. E o método Ward,
em que a medida de similaridade usada no agrupamento € a soma dos quadrados

entre dois agrupamentos (Seidel et al., 2008).

Tabela 6. indices e métodos testados que calculam a similaridade entre os pares
de gendtipos.

Medidas de  Métodos de Correlacao Distorcdo Estresse
distancia  agrupamento Cofenética (CCC) (%) (%)
indice UPGMA 0,8343 3,7744 19,4296
Ponderado | Vizinho mais 0,7875 69,3246 47,9051
proximo
Ward 0,4975 — —
indice ndo UPGMA 0,7913 4,7017 21,6814
ponderado | Vizinho mais 0,7342 74,807 53,1769
proximo
Ward 0,599 — —
indice de UPGMA 0,7319 8,3169 28,8394
Smouse e Vizinho mais 0,7019 81,8213 60,7808
Peakall proximo
Ward 0,5784 — —

Foi escolhido o indice Ponderado porque obteve a maior correlacdo

cofenética. Ele pode ser calculado por:

L

Sii:% Z bj <

j—1

Em que:
pj =~ peso associado ao loco j, determinado por:
a;: nimero total de alelos no loco j;

A: nUmero total de alelos estudados
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Sendo Y, p; =1,

¢;: numero de alelos comuns entre os pares de acessosie .

O indice trata de medidas de similaridade. Entretanto, em analises de
agrupamento o recomendado é utilizar medidas de dissimilaridade, definidas por:
D=1-S

O método selecionado nesse estudo foi o UPGMA (Unweighted Pair-Group
Method using Arithmetic Avarages) devido a maior correlacdo cofenética (CCC),
gue mensura o0 grau de ajuste entre o dendrograma desenvolvido e a matriz de
dissimilaridade. Essa analise possibilitou a construcdo de um dendrograma com
auxilio do programa R. A dispersado grafica entre os gendtipos foi realizada com
base na anélise das coordenadas principais (PCA), utilizando o programa Genalex
6.5 (Peakall; Smouse, 2012).

Ap0s a obtengdo da matriz de distancia, foi feita a analise de agrupamento
dos individuos via dendrograma, pelo método UPGMA, com auxilio do programa
Mega verséo 6 (Kumar et al., 2008).

Os indices de diversidade dos 95 gendtipos foram estimados com o auxilio
do programa Genalex 6.5 (Peakall; Smouse, 2012), tendo por base os seguintes
parametros: numero de alelos por locos polimérfico (Na), numero de alelos efetivos
(Ne), heterozigosidade observada (Ho), heterozigosidade esperada (He), indice de
informacédo ou indice de Shannon (l), e indice de fixacdo ou coeficiente de
endogamia (F).

O numero de alelos efetivos (Ne), ou seja, aqueles que realmente se

encontram na populacao pode ser calculado por:
Ne = i
23
Onde:
P2: somatorio da frequéncia dos alelos homozigotos e heterozigotos.
O indice de informac&o, conhecido como indice de Shannon (1), é usado

para estimar a diversidade e pode ser calculado por:

I = —1.Z[Pi.Ln(Pi)]
Em que:

Pi: frequéncia alélica para cada um dos alelos em questao.
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A Ho é a proporcdo de individuos heterozigotos observados em uma
populacao estudada, sendo calculado por:

Onde:

Ho: heterozigosidade observada;

Nx: nimero de heterozigotos;

N: numero total de individuos da amostra.

A He pode ser definida como um somatoério estimado de todos os individuos
gue poderiam ser heterozigéticos em um loco.

Hezl—ZPiz

Em que:
He: heterozigosidade esperada;
P;: frequéncia do alelo do i-ésimo alelo.
Uma forma mais simplificada de calcular seria através da férmula do
Equilibrio de Hardy-Weinberg, sendo: He = 2pq.
O indice de fixacdo (F) exibe valores que variam de -1 a +1, e estima o
coeficiente médio de endogamia por meio de:
P He — Ho
He
Onde:
Ho: heterozigosidade observada, que € a proporcao de N amostras que sao
heterozigotas em um dado locos.

He: propor¢éo de heterozigosidade esperada sob acasalamento aleatério.

3.2.3.5. Proporcgédo genbmica dos genotipos

Para a estimar o nivel da propor¢cédo gendmica dos gendtipos avaliados em
comparacdo com o genitor recorrente, foi efetuado o calculo da relagdo entre o
namero de locos iguais a ‘UENF Rio Dourado’ e o numero total de locos analisados

por genétipo, com o auxilio do programa computacional MICROSOFT EXCEL
(2016).
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3.2.3.6. Andlise da estrutura genética da populacéo

Para acessar a estrutura dos 95 gendétipos, foram feitas analises com o
método Bayesiano usando o software STRUCTURE, versdo 2.3.4 (Pritchard,;
Stephens; Donnelly, 2000b).

Considerando que o presente estudo foi realizado com uma populacao
proveniente de plantas de cruzamentos controlados, foi utilizado o modelo “no
admixture”, sem mistura, correlacionado com as frequéncias alélicas da populacao
(Cerqueira-Silva et al., 2014; Silva et al., 2016).

O periodo de burn-in e os numeros de replicacdo foram definidos em
25.000 e 75.000, respectivamente, para cada execugdo. O numero de grupos (K)
foi sistematicamente variado de 1 a 5, e 20, e as simulacdes foram realizadas para
estimar cada K.

Foi utilizado o método ad hoc AK descrito por Evanno et al. (2005),
implementado na ferramenta online Structure Harvester (Earl; Vonholdt, 2012) para
estimar o K mais provavel para a populacéo.

O limite de probabilidades de associacdo de 0,60 foi usado como a
probabilidade méaxima de associacdo entre o0s subgrupos. Com base na
probabilidade posterior de associacao (q) de um determinado genétipo pertencer a
um determinado grupo em comparacdo com o numero total de grupos (K),
classificamos os individuos com g> 0,60 como membros de um determinado
cluster, enquanto para os clusters com associacao (q) com valores <0,60, o

gendtipo foi classificado como misto (Cerqueira-Silva et al., 2014c).

3.2.4. RESULTADOS E DISCUSSOES

3.2.4.1. Parametros de diversidade via marcadores SSR

A variabilidade genética entre os genoétipos avaliados foi constatada para
0s 27 marcadores utilizados. O niamero de alelos por loco (Na) variou de 2 a 5, com

média de 3,11 e um total de 84 alelos para todos os locos avaliados (Tabela 7).
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Em um estudo sobre o desenvolvimento de marcadores SSR e SNP em
maracuja, os marcadores SSR foram desenvolvidos a partir de um conjunto de
genes selecionados da biblioteca F. Transcritos selecionados de Passiflora edulis
contendo SSRs foram usados para desenvolver 15 marcadores SSR, e testados
em 24 acessos de espécies de Passiflora. Os resultados mostraram que o nimero
de alelos por locos variou de 2 a 8, com média de 4,3 alelos por locos (Costa;
Munhoz; Vieira, 2017).

Em seu estudo Paiva et al. (2014) avaliaram a variabilidade genética no
género Passiflora e as distancias entre 10 espécies provenientes do banco de
germoplasma da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro
(UENF) e da Empresa Brasileira de Pesquisa Agronémica (EMBRAPA), foram
utilizados 20 marcadores SSR. Os resultados mostraram que o niumero de alelos
por locos variou de 2 a 10, com uma média de 4,6 alelos por locos.

A populacgdo de retrocruzamento avaliada neste estudo € proveniente de
selecBes anteriores, assim, o numero baixo de alelos observados era esperado. O
namero de alelos observados nos outros estudos é mais elevado, algo que ocorre
quando se avalia gendtipos provenientes de bancos de germoplasma.

O numero de alelos efetivos (Ne) variou de 1,022 a 2,817. Os valores de
heterozigosidade observada (Ho) variaram de 0,000 a 0,967 e os de
heterozigosidade esperada (He) variaram 0,021 a 0,645 (Tabela 7).

Os valores médios de heterozigosidade observada (0,285) foram
ligeiramente superiores aos obtidos para heterozigosidade esperada (0,264),
sugerindo maioria de individuos heterozigotos. Isso pode ser explicado pela
espécie avaliada ser autoincompativel, assim, 0 mecanismo da
autoincompatibilidade induz a alogamia, mantendo o alto grau de heterozigosidade
(Duvick, 1967).

Para indicar a diversidade genética da populacdo, foi utilizado o indice de
Informacéo (1), que é uma medida da quantidade de informagé&o genética fornecida
por um marcador. Também é conhecido como indice de Shannon e variade 0 a 1,
guanto mais proximo de 0, menor a diversidade genética (MOURA et al., 2005). No
entanto, é possivel obter um valor negativo para o indice de Shannon, o que pode
parecer contraintuitivo dada a sua amplitude. Isto pode ocorrer quando o hamero

de espécies € pequeno e o tamanho da amostra é grande, resultando em uma



53

estimativa tendenciosa da diversidade. Nesses casos, recomenda-se a utilizagdo
de um estimador imparcial do indice de Shannon (Konopinski, 2020).

Tabela 7. Parametros de diversidade para 27 locos avaliados em 95 gendtipos de
Passiflora: numero de alelos por loco (Na), nimero de alelos efetivos (Ne), indice
de Shannon (1), heterozigosidade observada (Ho), heterozigosidade esperada (He)
e indice de fixacédo (F).

Locos Na Ne I Ho He F
Primer 1 4,000 1,073 0,182 0,023 0,068 0,658
Primer 7 3,000 1,172 0,307 0,116 0,147 0,212
Primer 8 5,000 2,817 1,105 0,840 0,645 -0,303
Primer 17 4,000 1,032 0,099 0,021 0,031 0,326
Primer 22 4,000 1,752 0,771 0,432 0,429 -0,006
Primer 30 2,000 1,022 0,059 0,021 0,021 -0,011
Primer 32 5,000 1,077 0,200 0,074 0,072 -0,026
Primer 35 3,000 1,044 0,116 0,043 0,042 -0,018
Primer 42 2,000 1,032 0,081 0,032 0,031 -0,016
Primer 58 3,000 1,066 0,156 0,043 0,062 0,314
Primer 60 3,000 1,201 0,362 0,112 0,167 0,329
Primer 62 4,000 2,043 0,799 0,442 0,511 0,134
Primer 63 2,000 1,296 0,389 0,221 0,229 0,033
Primer 71 2,000 1,652 0,584 0,424 0,395 -0,073
Primer 76 5,000 1,117 0,280 0,060 0,105 0,424
Primer 81 3,000 2,065 0,806 0,819 0,516 -0,588
Primer 89 2,000 1,999 0,693 0,958 0,500 -0,917
Primer 93 2,000 1,182 0,289 0,168 0,154 -0,092
Primer 94 4,000 2,263 0,994 0,695 0,558 -0,245

Primer 101 2,000 1,915 0,671 0,368 0,478 0,229
Primer 109 3,000 1,484 0,610 0,372 0,326 -0,142
Primer 110 4,000 2,468 1,077 0,118 0,595 0,801
Primer 112 2,000 1,089 0,176 0,064 0,081 0,217
Primer 119 3,000 1,420 0,494 0,253 0,296 0,146
Primer 123 2,000 1,998 0,693 0,967 0,499 -0,937
Primer 125 3,000 1,043 0,117 0,021 0,041 0,492
Primer 135 3,000 1,139 0,268 0,000 0,122 1,000

Média 3,111 1,499 0,458 0,285 0,264 0,072

O valor médio de 0,458 indica moderada diversidade na populagéo, visto
gue um alto indice de informacéo indica alta diversidade genética na populacao,

por outro lado, um baixo indice de informacé&o indica baixa diversidade genética na
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populacao (Botstein et al., 1980). Os valores medianos sao esperados em geragoes
avancadas de retrocruzamento, dado que o genoma do genitor recorrente esta
sendo recuperado. Com o indice foi apontado que os primers 8 e 94 foram os mais
eficientes em discriminar a diversidade genética, indicando que os marcadores
foram altamente informativos e podem distinguir entre muitos alelos naquele loco.
Estes mesmos primers obtiveram altos valores de Ho, confirmando essa
informac&o.

O indice de Fixac&o F é também designado por Coeficiente de Endogamia
e apresenta valores que variam de -1 a +1. Ele foi calculado para a populacdo
avaliada e apresentou valor médio de 0,072, variando de -0,937 a 1,000 entre os
locos (Tabela 7). Entre os 27 locos analisados, 13 locos obtiveram valores
negativos, que indicam excesso de heterozigosidade, valores proximos a zero sao
esperados em cruzamentos aleatérios, enquanto valores positivos indicam
endogamia ou alelos nulos ndo detectados (Peakall; Smouse, 2012).

Foi observado que os locos com valores negativos sGo 0S mesmos que
obtiveram heterozigosidade observada maior que a heterozigosidade esperada,
indicando que os alelos para esses locos ndo estdo sendo fixados por endogamia.
Os 14 locos restantes obtiveram valores positivos e possuem valores de
heterozigosidade esperada maior que a observada. E importante observar que
esses valores podem ser explicados pelo método de melhoramento, jA que uma
populacdo na terceira geracdo de retrocruzamento tem uma porcentagem média
de 93,75 do genoma do parental recorrente, ou seja, € uma populacao

geneticamente semelhante entre si.
3.2.4.2. Dissimilaridade via UPGMA

A dissimilaridade genética foi estimada entre os genétipos estudados. A
Passiflora setacea foi 0 gendétipo mais divergente entre toda populacdo, como era
0 esperado, por ser uma espécie diferente. Uma vez obtida a matriz de
dissimilaridade, os gendtipos avaliados foram reunidos em quatro grupos distintos
pelo método UPGMA (Unweighted Pair-Group Method using Arithmetic Avarages),
meétodo escolhido por possuir a maior correlacéo cofenética (CCC).

O ponto de corte no dendrograma foi determinado por meio do critério de
Mojena (1977), com cortes a 80% de dissimilaridade. Neste critério estatistico o

calculo é baseado no tamanho relativo dos niveis de distancias no dendrograma,
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sem precisar de um conhecimento anterior da conformagao dos grupos (Faria et
al., 2012).

A Passiflora setacea (93 S), com 405 de AACPDM, foi separada dos
demais genotipos, formando o primeiro grupo, ressaltado pela cor vermelha (Figura
6), esse foi 0 grupo que mais se distanciou dos demais. Como esperado, a maior
dissimilaridade encontrada foi entre a Passiflora setacea e a Passiflora edulis sendo
de 0,57.
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Figura 6. Dendrograma gerado pelo método UPGMA (CCC=0,84), a partir da matriz
de distancia pelo indice ponderado obtida pelos marcadores microssatélites
avaliados nos genotipos de Passiflora selecionados. 93S: Passiflora setacea, 94E:
Passiflora edulis, 96P: parental da familia RC3-501. Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro, Campos dos Goytacazes - RJ, 2023.
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O genotipo 1 é a planta 5 no campo, com 495 de AACPDM, que sozinho
formou o segundo grupo, em lilas. Ele foi mais distante da Passiflora setacea, com
0,54 de dissimilaridade.

O grupo lll, em azul (Figura 6), foi constituido somente pelo gendétipo 69,
planta 520 no campo, com 952,5 de AACPDM. O gendétipo 69 foi mais distante do
gendtipo 44, planta 337 no campo, que possui 498,75 de AACPDM, com 0,50 de
dissimilaridade.

O quarto grupo, em preto (Figura 6) foi composto pelo maior nimero de
individuos, sendo 92 gendtipos ao todo (96,8%) incluindo a Passiflora edulis (94 E),
que possui 948,75 de AACPDM. Essa quantidade de gendtipos no mesmo grupo
indica que esses individuos compartilham a maioria dos alelos para os locos
avaliados. Os individuos 9 (planta 40, AACPDM=435) e 17 (planta 108,
AACPDM=543,75) foram 0s mais proximos, com 0,98 de similaridade. A média
geral da AACPDM desse grupo foi de 648,99, variando de 397,5 (gendtipo 62) a
990 (genotipo 48).

Essa mesma populacao continua sendo avaliada para as caracteristicas de
teor de solidos soluveis (TSS), massa de frutos (MF), massa de polpa (MP), nimero
de frutos por planta (NF) e producdo por planta (PROD). Ainda ndo é possivel
vincular os dados moleculares aos dados agronémicos, porém em relacdo a
resisténcia algumas observacfes podem ser feitas.

Os gendtipos considerados mais resistentes foram da familia RC3-293,
sendo o melhor gendtipo o 62 (planta 450), com 397,5 de AACPDM, seguido pelo
88 (planta 675) com AACPDM de 423,75. O gendtipo 62 tem 0,77 de similaridade
a cultivar comercial Passiflora edulis, sendo um bom gendétipo a ser indicado para
formar a futura geracdo de retrocruzamento, visto que o objetivo desse estudo é
indicar gendtipos resistentes e com caracteristicas semelhantes a cultivar
comercial. O genotipo 88 tem 0,68 de similaridade a P. edulis, outros dos 30
melhores gendtipos selecionados na AACPDM que podem ser indicados séao:
gendtipo 45 (planta 340, AACPDM= 412,5), gendtipo 65 (planta 475, AACPDM=
446,25) e genotipo 66 (planta 476, AACPDM= 438,75), com 0,74, 0,73 e 0,68 de
similaridade com a P. edulis, respectivamente.

A dispersdo dos individuos foi observada pela analise de coordenadas
principais em um gréfico bidimensional, que explicaram 55,91% da variagéo (Figura
7).
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Figura 7. Andlise das Coordenadas Principais, considerando as espécies: P. edulis,
P. setacea, e a populagédo segregante RCs com base na matriz de distancia obtida
pela andlise dos marcadores microssatélites. Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro, Campos dos Goytacazes - RJ, 2023.

Com a dispersao observada no grafico, foi possivel visualizar que a espécie
Passiflora setacea realmente se distanciou dos demais individuos, isso ja era
esperado, visto que esta € uma espécie silvestre considerada resistente a virose
do endurecimento dos frutos, possuindo caracteristicas morfologicas e
agron6micas diferentes da espécie do maracuja azedo (Passiflora edulis).

No gréfico, é possivel observar que os gendtipos da terceira geracdo do
retrocruzamento estao agrupados mais proximos da P. edulis e que o Unico parental
avaliado esta inserido nesse agrupamento, o que também é esperado, pois as

caracteristicas desse genitor foram transferidas a familia gerada por ele.
3.2.4.3. Andlise da proporc¢édo do genoma parental

Foi realizada uma andalise individual quanto a propor¢cdo do genoma do
parental recorrente, a cultivar ‘UENF Rio Dourado’, considerando os locos iguais

aos do genitor e 0 numero total de alelos.
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Em uma populagdo RCs € esperado 93,75% do genoma do parental
recorrente na progénie. Porém, ao analisar essa proporc¢édo, considerando todos os
alelos amplificados na populacéo avaliada, verificou-se uma proporcdo média de
72,36% do genoma do genitor recorrente (‘UENF Rio Dourado’) na populagéo, um
valor abaixo do esperado.

Considerando todos os alelos amplificados entre as cinco familias
avaliadas, a que apresentou maior proporcao do genitor recorrente foi a RC3-153,
com uma meédia de 74,48%. Todos os gendtipos desta familia apresentaram um
percentual genémico do genitor recorrente maior ou igual a 68,52%, com valores
individuais variando de 68,52% a 81,48%. O segundo maior nivel foi verificado na
familia RC3-293, com uma média de 72,93% e uma proporcao por genotipo que
variou de 61,11% a 81,48%. O genotipo 62 pertencente a familia RC3-293 obteve
79,63% de proporcgdo, considerado promissor nas outras analises, bem como os
genotipos 88, 45, 65 e 66 da mesma familia, que obtiveram proporc¢éo de 70,37%,
75,93%, 74,08% e 72,22%, respectivamente.

Na familia RC3-17, a média foi de 72,15%, e uma proporgao por genotipo
que variou de 62,96% a 77,77%. Na familia RCs-355, a média foi de 71,66%, com
a proporcao por gendtipo variando de 51,85% a 85,18%. J4 a familia RCs-501
obteve média de 69,48%, com uma proporcao por genétipo que variou de 51,85%
a 79,63%.

Os gendtipos com as maiores propor¢cdes genémicas do genitor recorrente
foram: 25 (85,18%), 46 (81,48%), 53 (81,48%), pertencendo as familias RC3-355,
RC3-293 e RC3-153, respectivamente. O gendtipo 25 obteve 318,75 de AACPDM,
0 gendtipo 46 obteve 322,5 de AACPDM e o gendtipo 53 somente 285. Ainda assim,
esses trés gendtipos também sdo considerados promissores para serem indicados

a se tornarem genitores na proxima geracéo de retrocruzamento.
3.2.4.4. Estrutura genética da populacéao

Outra analise utilizada foi a andlise bayesiana que sugeriu a formacao de
dois grupos. Esta € uma andlise mais rigorosa que permite observar a estrutura da
populacdo em grupos mais delineados, além de ser menos subjetiva que os
meétodos hierarquicos, como o UPGMA (Pritchard; Stephens; Donnelly, 2000a).

Conforme o critério de Evanno et al. (2005), o delta K ideal foi constatado
quando K=2, sugerindo que a melhor estruturacdo foi observada quando a amostra
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esteve dividida em dois grupos, sendo estes grupos bem estruturados (Figura 8).
Foi adotada uma probabilidade de adeséo de 60% para pertencer a um grupo, com
isso, o grupo | (Figura 9, vermelho) foi formado pela maioria dos genotipos, sendo
67 ao todo (70,5%), incluindo a cultivar comercial e o Unico parental de uma familia
avaliado. A média geral da AACPDM desse grupo foi de 642,75, variando de 397,5
(gendtipo 62) a 990 (gendtipo 48). O grupo |l foi formado por 28 gendtipos (Figura
9, verde), estando presente nesse grupo a espécie silvestre, com a média da
AACPDM do grupo de 656,8, variando de 405 (P. setacea) a 963,75 (genotipo 82).

A grande maioria dos gendétipos que fazem parte do grupo | possui 100%
de probabilidade de adesao, entretanto, alguns genétipos foram observados por
terem probabilidade mista, indicando alelos compartilhados com os gendétipos do
outro grupo. Tomando, por exemplo, o genadtipo 70, planta 521 com AACPDM de
727,5, esta possui 70% de probabilidade de adesédo ao grupo vermelho, os 30%
restantes indicam semelhanca alélica com os genotipos do grupo verde.

A mesma situacdo ocorre no grupo Il, a maioria dos genétipos possui 100%
de probabilidade de adesédo a este grupo, porém, alguns genétipos como o 10
(planta 62, AACPDM= 468,75) e 4 (planta 10, AACPDM= 427,5) possuem adesao
mista, com alelos compartilhados aos genotipos do grupo I. A estruturacao em dois
grupos indica que o grupo verde possui um conjunto de alelos que o diferencia do
grupo vermelho, para os marcadores utilizados neste estudo, os marcadores SSR
sdo gendmicos e ndo estdo relacionados a caracteristicas fenotipicas.

Foram observados poucos grupos, visto que os individuos avaliados neste
estudo compartilham a maioria das regides genémicas analisadas, algo explicado
pela estrutura genética da populacdo. Esses individuos sdo provenientes da
terceira geracdo de retrocruzamento do programa de melhoramento genético do
maracujazeiro da UENF, sendo esperado que tenham a maioria das regides
gendmicas analisadas semelhantes entre si.

Nesse estudo a obtencdo de dois grupos é suficiente para auxiliar no
direcionamento dos préximos passos do programa de melhoramento do
maracujazeiro da UENF, pois os 95 genotipos avaliados compdem um conjunto
definido de estruturacdo genética. Considerando os diferentes tipos de analise, 0os
genodtipos a serem indicados para futuras geracbes deveriam ser 0s mais
semelhantes a cultivar comercial, mas também os que obtiveram as melhores

meédias para a resisténcia. Além disso, é importante aliar esses resultados com os
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dados agronémicos da populacdo avaliada, selecionando os individuos com

maiores potenciais agronomicos.

Deltak = mean(|L"(K}|) / sd{L(K)}
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Figura 8. Delta K (AK) para os respectivos numeros de grupos (K).
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3.2.5. CONCLUSOES

Os marcadores SSR utilizados neste estudo se mostraram eficientes em
constatar a estrutura genética entre os genoétipos de Passiflora avaliados. A
estruturacdo em grupos observada foi eficiente para indicar os genotipos
promissores.

Foi possivel indicar os genoétipos considerados mais resistentes e
semelhantes a cultivar, sendo eles os gendétipos codificados como: 25, 45, 46, 53,
62, 65, 66 e 88 nas andlises moleculares, sendo as seguintes plantas no campo:
165, 340, 345, 389, 450, 475, 476 e 675 respectivamente.

Além disso, é importante aliar esses resultados aos dados agrondémicos da
populacdo avaliada, selecionando os individuos com maiores potenciais

agrondémico.
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