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DIVERSIDADE GENETICA E REACAO DE Passflora spp. A
Meloidogyneincognita E A Meoidogyne javanica

RESUMO GERAL

Considerando os problemas sanitérios devido aos patdgenos de solo que atacam a cultura do
maracujazeiro, o presente estudo objetivou a avaliagdo da reagdo de quatro progénies de
maracujazeiro azedo (Passiflora edulis f. flavicarpa; Gigante amarelo, Y ellow master, MAR-
12 e RC-3); um acesso de maracujazeiro doce (Passiflora alata); nove espécies silvestres de
Passiflora (P. amethystina, P. setacea, P. nitida, P. serratodigitata, P. caerulea, P. gibertii,
P. odontophylla, P.coccinea e P. edulis edulis nativo) e de um hibrido interespecifico (.
coccinea X P. setacea) a duas espécies de Meloidogyne (M. incognita e M. javanica). Foram
conduzidos dois experimentos em blocos a acaso, sob o arranjo de parcela subdividida.
Mudas com 90 dias, obtidas a partir de sementes e de estacas, foram inoculadas com
suspensdo de 5000 ovos das duas espécies de nematdides. Noventa dias apds a inoculacéo
foram avaliados o nimero de galhas por planta, 0 nimero de massa de ovos por gaha, a
populacdo final e o fator de reproducdo dos nematdides. Também foi avaiado o
desenvolvimento vegetativo da planta (comprimento de planta, peso de matéria fresca e seca
da parte aérea e peso fresco de raiz). Verificou-se que em geral 0 nematoide de galhas afetou
significativamente o desenvolvimento vegetativo das diferentes espécies de maracujazeiro,
principalmente M. incognita, que apresentou maior taxa de multiplicacéo, e, em geral, reduziu
mais 0 crescimento vegetativo das plantas. Tomando como base o fator de reproducéo para
classificagdo do nivel de resisténcia dos gendtipos de Passiflora ao nematéide de galhas,
verificouse que as espécies comerciais (progénies de P.edulis f flavicarpa e P.alata), P.

setacea, P. odontophylla, P. edulis nativo e o hibrido P. coccinea X P. setacea se
viii



comportaram como resistentes a M. incognita, enquanto que todos os gendtipos estudados
apresentaram-se como resistentes a M. javanica. Outro objetivo deste trabalho foi avaiar a
diversidade genética em espécies de Passiflora, em dois experimentos baseados na utilizacéo
de marcadores moleculares RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) e marcadores do
tipo RGAs (Resistance Genes Analogs). Para ambos os experimentos foi utilizada a
amplificagdo via PCR, sendo que para o primeiro experimento (RAPD) utilizouse oito
primers, os quais geraram 194 amplicons, todos polimorficos. Para 0 segundo experimento
(RGAYS), verificourse, a partir da utilizagdo de seis combinagtes de primers do tipo RGAS, a
formacdo de 99 amplicons, sendo trés monomorficos. Portanto, foram detectadas fontes de
marcadores moleculares to tipo RAPD e RGAS entre genétipos de Passiflora com potencial de

uso em programas de melhoramento visando resisténcia a doengas.

Palavras-chave: Passiflora, Meloidogyne incognita, Meloidogyne javanica, resisténcia,

marcadores moleculares.



GENETIC DIVERSITY AND REACTION OF Passflora spp. TO M.

incognita AND M. javanica

GENERAL ABSTRACT

Considering that growing passion fruit res faced problems due to soil pathogens, responsible
for significative losses, one objective of this study was to evaluate the reaction of four
progenies of sour passion fruit (Passiflora edulis f. flavicarpa), one of sweet passion fruit
(Passiflora alata), nine wild species of Passiflora (P. amethystina, P. setacea, P. nitida, P.
serratodigitata, P. caerulea, P. gibertii, P. odontophylla, P.coccinea and a native genotype of
P. edulis edulis ) and one interspecific hybrid (P. coccinea X P. stacea) in relation to
Meloidogyne incognita and to Meloidogyne javanica). Two experiments were conducted
under an experimental randomized design with split-plot arrangement. Seedlings with 90 days
obtained from seeds or cuttings were inoculated and evaluated 90 days after inoculation,
taking in account vegetative parameters of plant development, root galling and nematode
reproduction. In general, there was significant influence on vegetative development of the
different genotypes, mainly due to M. incognita, that showed the highest multiplication ratios
and contributed to poor growth of inoculated pants. Taking the reproduction factor as a
measure to classify levels of plant resistance P. amethystina, P. coccinea, P. serratodigitata,
P. nitida, P. caerulea and P. gibertii were susceptible to M.incognita and all the species
studied were resistant to M. javanica. Another objective of this work was to evaluate the
genetic diversity of Passiflora spp., both based on the use of molecular markers RAPD
(Random Amplified Polymorphic DNA) and RGAs (“resistance genes analogs’). Two
experiments were planned by using PCR amplification. For the first one (RAPD), eight

primers were used to obtain 194 amplicons, al of them were polymorphic. In the second
X



experiment, six primer combinatiors with RGAs as molecular markers, resulted in the
formation of 99 amplicons. Nine-six of them were polymorphic, while three were
monomorphic. Therefore, sources of RAPD and RGAs molecular markers were detected
among Passiflora genotypes, with potential application in breeding programs towards

resistance to plant diseases.

Key words: Passiflora, Meloidogyne incognita, Meloidogyne javanica, resistance, molecular

markers.
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I ntroducao Geral

O género Passiflora L. é originario da América do Sul e tem no Centro-Norte do Brasil o
maior centro de distribuicdo geografica (Lopes, 1991). Dessaforma, o Brasil € detentor de grande
variabilidade natural de Passiflora como fonte de germoplasma para 0 melhoramento genético.
As espécies mais conhecidas e de maior aplicacdo comercial sdo Passiflora edulis Sims f.
flavicarpa Degener (maracujazeiro-azedo ou maracujazeiro-amarelo) e Passiflora edulis Sims
(maracujaroxo) (Alexandre et al., 2004).

O género Passiflora apresenta 530 espécies descritas (Bernacci et al., 2003), sendo mais de
150 espécies nativas do Brasil e cerca de 60 utilizadas na aimentacdo humana (Oliveiraet al., 1994).

A cultura do maracujazeiro no Brasil se expandiu em ritmo acelerado desde o inicio da
década de 70. Até entdo, o Brasil ndo se apresentava como um dos maiores produtores mundiais,
mas, a partir dessa data, houve grande aumento de producéo, devido, principalmente, a crescente
exportacdo de suco concentrado (Sdo José, 1994).

O Brasil ¢, atuamente, 0 maior produtor mundial de maracuj&amarelo, tendo cultivado
34778 ha em 2002 (Agrianual, 2004). Comparando-se a area cultivada em 2002 a area com
maracuja em 1996 (40000 ha), percebe-se que ocorreu retracdo de area ocupada com fruteira
no Pais, devido, principamente, as varias moléstias que afetam a cultura e a inexisténcia de
cultivares resistentes (Meletti, 2005). O maracujaamarelo é cultivado em quase todo o territério
nacional, destacando-se como principais produtores os estados da Bahia, Sergipe, Sdo Paulo, Para
eMinas Gerais (Agrianual, 2004).

O maracujazeiro € uma planta de fecundagdo cruzada, apresentando elevada taxa de
auto-incompatibilidade, o que resulta na perda de identidade genética e ampliacdo da

variabilidade nos pomares (Vasconcellos et al., 2001). A estaquia pode superar essas



limitagBes, mas exigira a disponibilidade de véarios clones selecionados e compativeis entre s,
gue, recombinados, resultardo em frutos de qualidade superior.

A propagacdo do maracujazeiro pode ocorrer de forma assexuada (estaquia, enxertia
ou cultura de tecidos) ou de forma sexuada (sementes), sendo essa a preferida pelos
produtores devido afacilidade do processo e a0 menor tempo de formagdo das mudas
(Ferreira, 2000).

No Brasil, 0 maracujazeiro-amarelo apresenta baixa produtividade, devido, em grande
parte, a problemas fitossanitarios, dos quais as doencas provocadas por patdgenos de solo,
como fungos e nematdides se mostram economicamente imporatantes (Junqueira et al ., 1999;
Meletti & Bruckner, 2001). Os sintomas causados por fitonemat6ides podem ser mascarados
por deficiéncias nutricionais ou podem estar associados as de doencas de origem fungica,
bacteriana ou virdtica (Ritzinger et al., 2002).

Diversos nematdides tém sido encontrados em associacdo a0 sistema radicular do
maracujazeiro (Sharma & Loof, 1972; Milne, 1982), embora somente o nematoide das galhas,
Meloidogyne spp., e o nematéide Rotylenchulus reniformis (Lindford & Oliveira, 1940),
causem danos de expressdo econdmica, limitando a produtividade e a longevidade das
plantagbes (Sharma et al., 2003).

Diante da grande variabilidade do maracujazeiro, programas de melhoramento genético
tém sido conduzidos visando a obtencdo de variedades mais produtivas e resistentes a doencas,
por meio da hibridagdo sexua entre as espécies cultivadas e espécies selvagens (Barbosa, 1998).
O estudo da diversidade genética de potenciais genitores € uma etapa basica e de fundamental
importancia para 0 sucesso de programas de melhoramento genético.

Por ser uma planta semiperene, o estudo de diversidade genética em Passiflora spp.

demanda tempo. Entdo, o uso de marcadores moleculares torna-se atamente recomendavel, ja



gue permite rapido estudo da variabilidade presente (Stephen et al., 1997), e de aplicacéo no
estabelecimento filogenético entre diferentes espécies, assm como no auxilio de selecdo de
gendtipos resistentes a doencas (Lanza et al., 2000).

O presente trabalho teve como objetivos avaliar a reacdo de quatro progénies de
maracujazeiro amarelo, nove espécies silvestres, um hibrido interespecifico e um acesso de
maracuja doce, quanto a acdo patogénica de uma populacdo de Meloidogyne javanica Treub,
1885, e uma de Meloidogyne incognita Chitwood, 1949, de forma a selecionar progénies
potencial mente promissoras para programa de melhoramento, a partir da utilizac&o de propagacdo
de maracujazeiro via estaquia;, avaliar a diversidade genética de maracujazeiros silvestres e
comerciais, utilizando marcadores RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) e marcadores
potencialmente associados a andlogos de genes de resisténcia (RGAS) como subsidio para

programas de melhoramento genético visando resisténcia a doencas.



Revisado de Literatura

1 Importancia do maracujazeiro

O maracujazeiro apresenta grande importancia no setor agricola, devido as
caracteristicas fisico-quimicas e farmaco-terapéuticas de suas frutas, alta produtividade e
grande aceitagdo no mercado mundia. Apesar da importancia econémica e social da cultura,
uma série de problemas fitossanitarios, como, por exemplo, as nematoses, dificulta o seu
cultivo, reduzindo a longevidade e produtividade dos plantios (Torres Filho, 1985).

De acordo com estimativas da I Tl Tropicals (2005), a producdo mundial de maracuja é
de 640.000 toneladas, e o Brasil apresenta-se como produtor de 70% desse total. O Equador e
a Colémbia aparecem em segundo e terceiro lugares, respectivamente.

O maracuja mais cultivado no Brasil € o Passiflora edulis f. flavicarpa, também
conhecido como maracuja amarelo, devido a qualidade dos seus frutos e maior produtividade,

representando 95% dos pomares comerciais (Ruggiero et al., 1996).

2. Botanica e taxonomia do mar acujazeiro

O maracuja pertence ao género Passiflora, a familia Passifloraceae, ordem Violales
(Cronquist, 1988), sendo essa constituida por um grupo natural de familias originérias de uma
ordem primitiva (Theales). A familia Passifloraceae apresenta 18 géneros e 630 espécies,
sendo que no Brasil € representada por quatro géneros. Dilkea (relatado no Amazonas e Pard),

Mistostemma (relatado em Mato Grosso, Rio de Janeiro e Rio Grande do Sul), Passilflora (de



ocorréncia em todo o Pais;) e Tetrastylis (relatado na Bahia, Minas Gerais e Rio de Janeiro)
(Reitz, 1980).

O género Passiflora compreende plantas trepadeiras herbaceas ou lenhosas, podendo
apresentar-se como ervas e arbustos de hastes cilindricas ou quadrangulares (Teixeira, 1994).

O sistema radicular do maracujazeiro é pivotante ou axial, com uma raiz centra mais
grossa que as demais. Concentra-se na profundidade de 15 a 45cm e a uma distancia do caule de
45 a 135cm (Cunha et al., 2004). Apresentam gavinhas (modificagdes foliares que servem para
prender a planta a suportes) em quase todas as espécies. Ha ainda estruturas pegquenas semel hantes
aumafolha (estipulas) localizadas em ambos os lados da folha, que podem ser utilizadas para
diferenciar espécies (Vanderplank, 1996).

As folhas sdo aternas, geramente simples, inteiras ou lobadas e de forma variavel,
raramente compostas e de margem inteira ou serrilhada. A maioria das espécies apresenta
glandulas nectariferas, no peciolo, na margem da bréctea ou na parte dorsal da folha (Cunha et
al., 2004). Ha também a presenca de estruturas denominadas pedunculos, 0s quais surgem
solitérios ou aos pares nas axilas das folhas. A planta de maracuja normalmente apresenta
bracteas (a excecdo de algumas espécies de Decaloba), que sdo comumente caducas, lineares
e dispersas no pedinculo. A posi¢do, tamanho e forma das brécteas sdo caracteristicas

importantes para a separacao taxondmica de géneros (Vanderplank, 1996).

As flores do maracujazeiro sdo hermafroditas, geralmente isoladas ou aos pares nas
axilas das folhas, e se apresentam de forma variada. O cdlice varia de esverdeado a muito
colorido. As sépalas sd0 em numero de cinco, carnosas ou membranaceas. As pétalas séo
menores gque as sépalas e em nimero de cinco, raramente ausentes, e sdo formadas de forma
alternada as sépalas, geramente menores e de textura mais delgada que as sépalas. O

androceu é formado, em geral, por cinco anteras, onde se localiza polen que é pesado e de

5



coloracdo amarela. O gineceu é formado por um ovério supero, geralmente afilado no apice, e
apresenta trés estiletes. O ovério localiza-se no topo do androgindéforo (coluna que sustenta os
Orgéaos reprodutivos do maracujazeiro), contendo de 20 a 200 6vulos (Cunha et al., 2004).

O fruto do maracujazeiro tem forma ovoide ou globosa, raramente fusiforme, com
polpa mucilaginosa. E dependente de polinizacio eficiente para a sua formago. A casca €
coriacea, quebradica e lisa, protegendo o mesocarpo, no interior do qual estdo as sementes
(Cunha, 1998).

As sementes agoresentam forma oval, sendo compridas e numerosas. Segundo
Vanderplank (1996), sementes sdo tolerantes a perdas de umidade, mantendo-se viaveis até

a4,5%, fato que permite a armazenagem em temperaturas baixas em nitrogénio liquido a-196°C.

3. Espécies de maracujé e suas car acteristicas

O Brasil é um dos mais importantes centros de diversidade de maracuja, portanto a
caracterizacdo e a exploracdo da variabilidade genética entre as espécies de Passiflora podem
revelar materiais promissores para programas de melhoramento (Faleiro, et al., 2005).

Vérios autores, entre eles Ferreira & Oliveira (1991) descrevem a ampla
variabilidade genética existente no género Passiflora. Ferreira (1998) relacionou mais de
50 espécies de Passiflora que sdo cultivadas ou apresentam potencial comercial,

destacando a origem e as formas de utilizag&o.



Passiflora edulis Simsf. flavicarpa Degener (maracujazeiro amarelo ou azedo)
Diferencia-se do maracujaroxo pela presenca de duas glandulas marginais nas sépalas
mais externas, corona roxa ha base e frutos maiores. Sobre a origem do maracuja amarelo, ha
divergéncias entre estudiosos. Pope (1935) sugeriu ter origem hibrida, como resultado de
cruzamento entre maracuja roxo com outra espécie. Ja Storey (1950) sugere mutacdo

envolvida em sua evolucéo.

Passiflora alataDryand (maracuja doce ou alado)

E uma espécie adequada para consumo in natura e para cercasvivas, apresenta
crescimento vigoroso, cujo vaor ornamertal se distingue pelas flores vistosas, coloridas e
perfumadas (Méeletti et al., 2003). Na agroindustria, P. alata ndo é utilizada como matéria—prima

fornecedora de frutos, devido a sua polpa excessivamente adocicada (Oliveiraet a., 1982).

Passiflora edulis Simsf. edulis (maracuja r oxo)

Nos Ultimos anos, o interesse pelo maracujaroxo vem crescendo no centro-sul do Pais,
visando a exportacdo. Observa-se nimero significativo de formas selvagens, compativeis entre
s. O maracujaroxo € mais indicado para produgdo no centro-sul do Pais, porque prefere clima
ameno e produz frutos adequados a um segmento diferenciado de mercado, que comercializa
frutas por unidade e privilegia a qualidade (Méeletti, 2005). Essa espécie é bastante cultivada na

Austrdlia, naAfrica e no Sudeste Asitico (Braga& Jungueira, 2000).



4, Outras espécies do género Passiflora

Passiflora amethystina Mikan (maracuja da serra): € amplamente distribuida no
Cerrado brasileiro e é utilizada como planta ornamental. E suscetivel & mosca-das-frutas
(Anastrepha spp.). Os frutos podem ser consumidos in natura (Braga & Junqueira, 2000).

Passiflora caerulea L.: é a passiflorécea ornamental mais conhecida mundialmente e
seus frutos sGo comestiveis. Esta espécie possui resisténcia a bacteriose (Xanthomonas
axonopodis pv. passiflorae Gongalves & Rosato 2000) e pode ser utilizada como planta
medicinal, como sedativa. E cultivada no México, Guiana Inglesa e paises andinos (Braga &
Junqueira, 2000).

Passiflora coccinea Aubl.: apresenta-se como resistente a Epicauta atomaria Germ.
(Meloidae) e a Dione juno juno Cramer, 1779. Os frutos so saborosos e podem ser utilizados
para doces e sucos (Oliveira & Ruggiero, 1998).

Passiflora nitida HBK: espécie proveniente da Amazonia. E resistente & morte
precoce, a antracnose (Colletotrichum gloeosporioides Penz), Dione juno juno e Epicauta
atomaria, mas é suscetivel a cladosporiose Cladosporium spp.). Possui fruto com sabor
adocicado, que ja € comercializado naregido rnorte do Brasil (Oliveiraet al., 1994; Oliveira &
Ruggiero, 1998).

Passiflora serratodigitata L.: planta ornamental com potencial para porta-enxerto.
Possui fruto com polpa branca e doce (Braga & Junqueira, 2000).

Passiflora setacea DC.: possui frutos comestiveis e pode ser utilizada como porta
enxerto ou fonte de resisténcia a morte precoce (doenca, de causa desconhecida, associada a

fungos do solo, como Fusarium oxysporum f. passifiorae Gordon apuc Purs, Phytophthora



pp.), e a bacteriose (Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae), a cladosporiose, Dione juno
juno e Epicauta atomaria (Braga e Junqueira, 2000).

Passiflora gibertii N. E. Brown: planta resistente a morte precoce, a cladosporiose e a
bacteriose, sendo assim promissora como uso de porta-enxerto (Souza & Meletti, 1997;
Oliveira & Ruggiero, 1998).

Passiflora odontophylla L.: espécie que tem se mostrado como resistente a
antracnose e a bacteriose. Pode apresentar potencial para producdo de hibridos e para

porta-enxertos (Junqueira, 2005).

5. Doencas do maracujazeiro

No Brasil, as doencas e pragas sdo 0s principais fatores que ameagcam a expansao e
a produtividade dos cultivos de maracuja, causando prejuizos expressivos e levando os
produtores a usar defensivos agricolas de forma indiscriminada (Junqueira et al., 2005).

Doencas causadas por fungos afetam a planta de maracuja desde a fase de sementeira
até a fase adulta, pregjudicando raizes, caule, folhas, flores e frutos. Entre as doencas que
ocorrem na parte aérea, encontramse a antracnose causada por Colletotrichum
gloeosporioides, verrugose causada por Cladosporium her barum Persson e septoriose causada
por Septoria passiflorae Louw. Fungos de solo, como Fusarium oxysporum f. sp. passifiorae
e Phytophtora spp., se destacam como agentes causais de tombamento de mudas e murchas

(Santos Filho & Santos, 2003).



Bactérias, como Xanthomonas campestris pv. passiflorae agente causal da bacteriose
ou cancro-bacteriano e Ralstonia solanacearum Smith. agente da murcha e podridéo de
raizes, podem afetar a cultura do maracujazeiro (Santos & Santos Filho, 2003).

Entre o virus que causam doencas no maracujazeiro temse o CABMV (Cowpea
aphid-borne mosaic virus), que causa o endurecimento dos frutos, e CMV (Cucumber mosaic
virus), que causa mosaico e PYMV (Passionfruit yellow mosaic virus), causador do mosaico

amarelo (Barbosa & Santos Filho, 2003).

5.1 Nematdides associados ao mar acujazeiro

Entre as diversas associacOes de nematdides ao sistema radicular do maracujazeiro,
registraase os formadores de gahas (Meloidogyne spp.), o0 nematéide reniforme
(Rotylenchulus reniformis), o nematéide de lesdo radicular (Pratylenchus spp.) e os
nematdides espiralados Scutellonema sp. e Helicotylenchus sp.). Entretanto, somente R.
reniformis, M. javanica, M. arenaria e M. incognita sdo consideradas as espécies de maior

importancia (Ritzinger et al., 2002).

a) Rotylenchulusreniformis

O nematdide reniforme, R. reniformis, € semi-endoparasita de raizes de diversas
plantas cultivadas, de ocorréncia comum nas &reas tropicais e subtropicais. Apresenta ampla
distribuicdo geografica e grande nimero de hospedeiras. A fémea penetra no cértex das

raizes, onde se estabelece para se aimentar e torna-se sedent&ria, formando sitios

10



especializados. Nao ha formagdo de galhas nas raizes. Porém, as plantas de maracujazeiro
atacadas pelo nemat6ide R. reniformis apresentam sintomas de nanismo e amarelecimento
completo da parte aérea, com declinio geral semelhante aos de deficiéncia de nitrogénio.
Esses sintomas resultam em atraso no crescimento e na maturagdo dos frutos. Em casos mais
severos de ataque do nematGide reniforme, as plantas ndo florescem e ficam raquiticas
resultando em grande perda da producdo. Estudos quanto ao impacto causado por R.
reniformis sobre a planta tém sido feitos utilizando-se nematicidas e rotagdo de culturas

(Ritzinger et al., 2002).

b) Os nematdides de galhas radicular es (Meloidogyne spp.)

O género Meloidogyne foi criado originamente por E. A. Goeldi, em 1887 no Brasil,
para designar o grupo de parasitas radiculares do cafeeiro. Esse género foi amplamente aceito
apenas a partir de 1949, apos uma publicacéo classicade B. G. Chitwood. A partir dai, muitas
outras espécies desse género, bem como sua importéncia econdbmica, foram sendo
reconhecidas, e, hoje, € considerado o género de maior interesse em todo o mundo (Ferraz,
2001). Eisenback (1997) reconheceu 79 espécies do género, nimero este que ja foi aterado
pela adicdo de novas espécies descritas posteriormente.

O parasitismo de nematGides em passifloréceas constitui fato conhecido ha varias
décadas. Bessey, citado por Goodey et al. (1965), relatou a associagcdo de Meloidogyne spp. a
raizes de Passiflora caerulea e Passiflora incarnata L., em 1911. O primeiro registro de
ataques de nematdides a maracujazeiros cultivados em escala comercia . edulis Sms f.

edulise P. edulis f. flavicarpa) foi feito por Carne (1927), na Australia.
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O macho e a fémea adultos do género Meloidogyne séo facilmente distintos na
morfologia. As fémeas apresentam corpo dilatado, semelhante ao formato de uma péra, e
apresentam de 0,4 a 1,3mm de comprimento e de 0,27 a 0,75mm de largura. Os machos sao
vermiformes, com aproximadamente 1,2 a 1,5mm de comprimento e 30 a 36nmm de diametro.
Cada fémea deposita aproximadamente 500 ovos, 0s quais s80 ovipositados em uma massa
gelatinosa que os protege junto ao corpo da fémea interna ou externamente as raizes. Do ovo
ao estadio adulto, passam por diversas fases de crescimento. O primeiro estadio juvenil (J1)
desenvolve-se dentro do ovo e, apds a primeira ecdise, da origem ao segundo estadio (J2),
Unico estadio infectivo, vermiforme, emerge do ovo e move-se no solo até encontrar um
hospedeiro (Mai & Mullin, 1996; Agrios, 1997). Juvenis infectivos vermiformes de
Meloidogyne (J2), por meio de estiletes bucais, injetam secregfes esofagianas no citoplasma
de um pequeno grupo de céulas localizadas no cilindro vascular. Com isso, as células logo
evidenciam alteragbes morfologicas e fisiologicas, tornam-se hipertrofiadas com citoplasma
denso, granuloso, associado a sucessivas divisdes dos nucleos, ndo acompanhadas de divisdes
da proépria célula, sendo chamadas de células gigantes multinucleadas Ent&o, os nematéides
passam a ingerir o conteldo citoplasmético dessas células modificadas, que |hes serve de
alimento. As células gigantes conectamse as células sadias vizinhas e delas recebem parte
dos solutos e fotoassimilados produzidos pela planta (Ferraz, 2001). divenis de segundo
estadio passam por uma segunda ecdise e ddo origem ao nematéide de terceiro estadio (J3).
Nessa fase, 0 nematdide, pouco mais dilatado, perde o estilete, passa pela terceira ecdise e da
origem ao quarto estadio juvenil (J4). Apds a quarta ecdise, 0 macho enrolado dentro da
cuticula, emerge de dentro da raiz, tornando-se livre no solo. A fémea, apos atingir o quarto
est&dio juvenil e ap0s passar pela quarta ecdise, continua dentro da raiz e torna-se adulta e

sedentéria (Mai & Mullin, 1996; Agrios, 1997).



No género Meloidogyne podem ocorrer diferentes modalidades reprodutivas. Existem
espécies que se reproduzem tipicamente por anfimixia (reproducdo sexuada), mas que, sob
certas condicdes, passam a exibir, temporaria e facultativamente, reproducdo por
partenogénese do tipo meidtica; e as que se reproduzem exclusivamente por partenogénese,
no caso do tipo mitética. Espécies economicamente mais importantes, como M. incognita, M.
javanica e M. arenaria, se reproduzem por partenogénese mitética obrigatoria (Ferraz, 2001).
Segundo Evans (1998), a variabilidade genética de espécies de Meloidogyne que se
reproduzem por partenogénese mitética se limita a ocorréncia de raras mutaces & acaso.
Formas “ameidticas’ clonais, como espécies de Meloidogyne, apresentam mecanismos pelos
guais conseguem acumular certa variabilidade genética. Dessa forma, esses nematéides
conseguem consolidar a condicdo de agentes causais de sérios danos e grandes perdas
economicas (Ferraz, 2001).

Na maioria das observacdes de associacOes de espécies de Meloidogyne ao sistema
radicar de maracujazeiro, os danos econdémicos tém sua ocorréncia limitada a determinadas
regides. Entretanto, sdo poucos os relatos que incluem informagdes sobre sua capacidade de
reproducdo e danos causados (Klein et al., 1984).

As plantas infectadas apresentam galhas (engrossamento das raizes em forma de nos)
€, ha parte aérea, clorose das folhas e nanismo como sintomas mais comuns (Silva Junior et
al., 1988). O tamanho e a forma das galhas dependem da interacéo entre espécie da planta e
espécie do nematodide (McSorley, 1992). Os danos causados apds a infeccdo de Meloidogyne
spp. podem ser aumentados ndo sO pela hipertrofia dos tecidos do cértex, mas também por
meio da infecgdo causada por fungos de solo, como os dos géneros Pythium, Fusarium e
Rhizoctonia, os quais podem causar a morte desses tecidos mais rapidamente (Mai & Mullin,

1996; Agrios, 1997).
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O controle desses nematoides deve ser primeiramente preventivo, a partir da utilizacdo
de préticas sanitérias, para que ndo haja infestacdo de novas éreas de plantio, incluindo o uso
de mudas livres de nematbides, limpeza de equipamentos que possam ser utilizados em
diferentes pomares. Deve-se também considerar o historico da area, a qualidade da agua de
irrigacéo e o tipo de solo (Cohn, 1972; Sharma & Sher, 1975; Ferraz, 1987). A eficacia de
nematicidas € comprometida pela degradacéo acelerada por microrganismos no solo e pelos
riscos ambientais que podem ocorrer. A utilizagdo de variedades resistentes mostra-se como
boa alternativa de mangjo. O controle biolégico, em parcelas experimentais, a partir da
utilizacdo da bactéria Pasteuria penetrans (Thorne) Sayre & Starr (parasita obrigatério em
vérias especies de Meloidogyne) tem se mostrado eficiente em condigdes experimentais. A
rotacdo de culturas tem sido utilizada para agumas associacbes nematéide-hospedeiro

(Cunha, 2004).

6. M elhoramento genético e resisténcia de plantas a doencas

O estreitamento da base genética de qualquer espécie de planta ocorre na medida em
gue h& avango na melhoria do cultivo, como € o caso do uso de linhagens em plantas
autégameas e de variedades hibridas em aldgamas (Briggs & Knowles, 1967). Dessa forma, a
conservagdo de germoplasma local em colegBes é muito importante e um grande desafio da
pesquisa (Faleiro et al., 2005)

O cultivo do maracuja tem sido caracterizado pela mudanca periddica do local de
producédo, fato esse relacionado ao nimero limitado ou mesmo a inexisténcia de variedades e

hibridos resistentes a doencas (Teixeira, 1994).
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A ampla variabilidade genética observada em Passiflora € ainda mais acentuada pelo
fato de 0 maracujazeiro ser auto-incompativel, o que leva ao aumento do grau de heterozigose
(Allard, 1966; Briggs & Knowles, 1967). Segundo Duvick (1967) a auto-incompatibilidade
em maracujazeiro € do tipo homomorfica e esporofitica. E homomorfica, por ndo ser baseada
em diferencas morfoldgicas entre as estruturas florais e esporafitica, pelo fato de o gendtipo
da mée possuir gréo de pdlen contendo um alelo também presente no estigma o que inibe a

formag&o do tubo polinico.

Para gue se desenvolva uma cultivar de maracuja é necessario que haja conhecimento,
exploracdo e manuseio corretos da variabilidade genética disponivel, dentro de um programa
bem conduzido. Marcadores moleculares de DNA tém sido ferramentas Uteis no estudo desta
variabilidade com diferentes aplicactes (Pereira et al., 2005). Temse também que a selecéo
massal, através da observacdo visual do fendtipo da planta, permite a identificagdo de
gendtipos com potencial, podendo ser utilizada como fonte de genes comercialmente

desgjaveis como os de resisténcia a doencas (Mélletti et al., 2000).

6.1 Marcadores moleculares RAPD- “ Polimorfismos de DNA Amplificado ao Acaso”

Marcadores RAPD sdo baseados na técnica de Reacdo da Polimerase em Cadeia
(PCR) (Mullis & Faloona, 1987) envolve a sintese enzimaticain vitro de milhdes de copias de
um segmento especifico de DNA na gesenca da enzima DNA polimerase. Essa sintese €
iniciada por primers ou iniciadores (seguéncias curtas de DNA de fita simples) que se
pareiam com o DNA-molde, liberando uma extremidade 3'OH livre para aacdo da DNA

polimerase e sintese de uma nova fita de DNA. O ciclo de PCR envolve trés etapas. Na
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primeira etapa ocorre a desnaturacdo da fita dupla de DNA, feita & temperatura de 92 a 95°C.
Na segunda ocorre 0 anelamento, o0 qual se caracteriza pelo pareamento de primers com as
sequiéncias complementares especificas que flanqueiam o sitio-alvo; nessa etapa, a temperatura
é reduzida para 35 a 60°C, dependendo do tamanho e seqgiiéncia do primer utilizado. Apds o
anelamento, a temperatura é elevada para 72°C, dando inicio a etapa de extensao, onde ocorre a
sintese da nova fita de DNA a partir das extremidades 3'-OH livres dos primers, por meio da
enzima DNA polimerase (Lanza et al., 2000).

Para obtencdo de marcadores RAPD utiliza-se um unico primer, normalmente com
10 nucleotideos, com sequéncia conhecida, mas arbitraria, podendo se anelar
aleatoriamente a diferentes regiées do genoma. Dessa forma, ndo € necessario 0
conhecimento prévio das sequéncias de nucleotideos de regido alvo. Por esse motivo, 0s
marcadores moleculares RAPD podem ser obtidos para qualquer espécie, mesmo aquelas

ainda pouco estudadas (Ferreira & Grattapaglia, 1998).

A técnica de RAPD resulta na amplificacdo de fragmentos de DNA, utilizando um
sO primer. Para que haja amplificagcdo de um fragmento de RAPD no genoma analisado,
duas sequiéncias de DNA complementares ao primer arbitrario devem estar adjacentes e
em orientagcdo oposta, de forma a permitir a amplificagdo de um segmento de DNA pela
DNA polimerase (Ferreira & Grattapaglia, 1998). A presenca ou auséncia de bandas é
determinada pelo polimorfismo e é resultante da diferenca do local de anelamento do
primer. Essas bandas sdo herdadas de maneira Mendeliana e, portanto, sdo (tels como
marcadores moleculares para caracteres qualitativos e quantitativos. A deteccdo dos
produtos de amplificacdo, normalmente € feita em gel de agarose, corado com brometo de

etidio e visualizado sob luz ultravioleta (Buso, 1998).
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A utilizacdo de marcadores RAPD na andlise genética e no melhoramento de
plantas tem se difundido bastante, j& que existem vérias aplicacdes incluindo: andise de
estrutura e diversidade em populacdes naturais, populacbes de melhoramento,
estabelecimento de relacionamentos filogenéticos entre diferentes espécies, e construcéo
de mapas genéticos visando identificar marcas associadas a genes de interesse econémico.
Além disso, considerando programas de retrocruzamento que visam a introgressdo de
genes que condicionam caracteristicas de heranca simples, como resisténcia a doencas, 0
uso de marcadores moleculares auxilia na selecdo de gendtipos resistentes, monitorando a
incorporacdo do gene de interesse dentro do genoma mais préximo do parental recorrente
diminuindo o nimero de ciclos de retrocruzamentos necessarios para recuperar o genétipo da

linhagem origind (Lanzaet al., 2000).

6.2 Marcadores molecularesdo tipo RGAs —“ Anadlogos de genes deresisténcia’

Até o inicio da década de 1990 ndo havia sido clonado ou caracterizado qualquer tipo de
gene de resisténcia (R) a doencas em plantas vivas, sendo o gene Pto o primeiro a ser clonado, o
gual se @racteriza por controlar a resisténcia abactéria Pseudomonas syringae pv. tomato em
tomate (Martin et al., 1993). A partir de entdo, varios genes de resisténcia tém sido identificados e
caracterizados em diversas espécies vegetais, como em Arabidopsis, tomate, arroz, alface, batata e
fumo (Hammnod-Kosack & Jones, 1997; Baker et al., 1997).

Estudos voltados para a andlise de sequéncias codificadoras de genes de resisténcia
levaram a conclusdo de que ha presenca de diferentes dominios estruturais bastante

conservados, os quais incluem proteinas ricas em leucina (LRR — Leucine Rich Repeats), sitios
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de ligacdo a nucleotideos (NBS — Nucleotide Binding Stes), estruturas complexas de NBS-
LRR, Leucine Zippers (LS) e proteinas quinases (Staskawics et al., 1995; Hammond-K osack &
Jones, 1997; Castro, 1999).

A presenca de segmentos que apresentam sequéncias similares dentro de um conjunto de
genes bastante polimérficos sugeriu, entdo, que essas regides conservadas poderiam representar
sitios de relevante importancia biolégica envolvidos na funcdo geral dos genes de resisténcia
e/ou naregulacdo da expressdo fenotipica desses genes (Bent, 1996).

Genes de resisténcia possuem regifes conservadas denominadas “motivos’. Essa
conservacdo propiciou o desenvolvimento de primers degenerados que amplificam regides
analogas a esses genes de resisténcia (RGAs — Disease Resistance Gene Analogs) de varias

especies (Leister et al., 1996).
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REACAO DE Passiflora spp. A Meloidogyne incognita E A Meoidogyne

javanica

RESUMO

A identificacdo de fontes de resisténcia € uma etapa béasica e importante para programas de
melhoramento genético. Nesse sentido, buscou-se neste trabalho avaliar a reagcdo de diferentes
espécies de Passiflora, incluindo espécies comerciais (4 progénies de P. edulisf. flavicarpa e
P. alata), espécies silvestres (P. amethystina, P. setacea, P. nitida, P. serratodigitata, P.
coccinea, P. caerulea, P. gibertii, P. odontophylla e P. edulis edulis nativo) e um hibrido
interespecifico (P. coccinea X P. setacea) a uma populacdo de Meloidogyne incognita e uma
de M. javanica sob condic¢Oes de casa-de-vegetagdo. Foram conduzidos 2 experimentos em
blocos ao acaso sob um arranjo de parcelas subdivididas. Mudas com 90 dias, obtidas a partir
de sementes e estacas, foram inoculadas com os nematdides e avaliadas 90 dias ap6s a
inoculacdo. Foram avaliados comprimento de planta, peso de matéria fresca e seca da parte
aérea, peso fresco de raiz, nimero de galhas por planta, nimero de massas de ovos por galha,
a populacéo fina e o fator de reproducdo do nematdide. De maneira gera 0 nematoide
influenciou significativamente o desenvolvimento vegetativo das diferentes espécies,
principalmente M. incognita, que apresentou maior taxa de multiplicacéo e, em geral, causou
reducéo do crescimento vegetativo das plantas. Tomando o fator de reproducédo como base
para classificar o nivel de resisténcia dos gendtipos estudados, verificouse que as espécies
comerciais, P. setacea, P. odontophylla, P. edulis nativo e o hibrido P. coccinea X P. setacea
Se comportaram como resistentesa M. incognita, enquanto que todos os gendtipos estudados

Se apresentaram como resistentes a M. javanica.

Palavras-chave: Passiflora, Meloidogyne incognita, Meloidogyne javanica, resisténcia.
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REACTION OF Passflora spp. TO Meéoidogyne incognita AND TO

Meloidogyn e javanica

ABSTRACT

The indentification of sources of disease resistance is a basic and important step required by
plant breeding programs, therefore this experiment intend to evaluate the reaction of different
species of passion fruit, including commercia genotypes (four progenies of Passiflora edulis
f. flavicarpa and P. alata), wild species (P. amethystina, P. setacea, P. nitida, P.
serratodigitata, P. coccinea, P. caerulea, P. gibertii, P. odontophylla and native P. edulis
edulis nativo) and one interspecific hybrid (P. coccinea X P. setacea) to one population of
Meloidogyne incognita and one of Meloidogyne javanica under greenhouse conditions. Two
experiments were carried out applying an experimental randomized design with split-plot
arrangement. Plants with 90 days obtained from seeds and cuttings were inoculated and
evaluated 90 days after inoculation. For the evaluation were included: plant development
parameters (plant length, fresh and dry shoot weight, and fresh root weight); the numbers of
gals per plant; the number as egg masses per gall; fina nematode population and the
reproduction factor. In general, the nematode influenced significantly plant development.
Higher values of the reproduction factor was observed for M. incognita, which was
responsible for considerable reduction in plant growth. Considering the reproduction factor as
measure to classify the levels of plant resistance, commercial genotypes, P. setacea, P.
odontophylla, P. edulis native and hybrid P. coccinea X P. setacea were resistent to M.
incognita, while all genotypes in this study behaved as resistant to M. javanica.

Key words: Passiflora, Meloidogyne incognita, Meloidogyne javanica, resistance.
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| ntroducéao

O cultivo do maracyazeiro é recente no Brasil, tendo adquirido importancia a partir da
décadade 70.

Apesar de o Brasil apresentar-se como maior produtor mundial de maracujé, desde
1995 (Agrianual, 2004), o nivel tecnolégico da cultura ainda é baixo. Entre as vérias causas,
estd o sstema adotado para a propagacdo da planta via sementes. Sem fornecedores
comerciais, a maioria dos produtores retira sementes de frutos dos seus proprios pomares, a
baixo custo, sem os critérios de selecdo que poderiam elevar a produtividade. Esse sistemade
producéo de mudas resulta na elevada variabilidade dos pomares, os problemas sdo ampliados
com a auto-incompatibilidade presente no maracuja. Assim, a propagacdo vegetativa
possibilita a perpetuacdo dos clones mais produtivos e uniformes (Meletti et al., 1992).

Outro fator que caracteriza o baixo nivel tecnologico do maracujazeiro-azedo no
Brasil € abaixa produtividade, a qual se deve, em grande parte, aos problemas fitossanitérios,
dos quais as doencas provocadas por patdgenos de solo estdo entre as economicamente mais
importantes Em funcdo dos problemas fitossanitarios a vida Gtil do maracujazeiro esta se
reduzindo a cada ano (Méletti & Bruckner, 2001).

Segundo Cereda & Papa (1989), a via assexua encurta a fase juvenil da planta,
antecipando a producdo. Ent&o, a precocidade conferida pela estaquia seria fundamental para
se obter boas produtividades.

A enxertia apresenta vantagens, tais como a conservacao das caracteristicas da planta-

mé&e e o controle de doencas (Ruggiero, 1991).
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Considerando que varias espécies silvestres de Passiflora tém apresentado resisténcia
a doengas provocadas por patégenos de solo (Junqueira et al., 2002), a sua utilizagdo como
porta-enxerto seria uma alternativa de controle de doencas provocadas por nematéides.

Ha diversos registros sobre a formacdo de galhas em algumas espécies de maracuja
(Mc Sorley, 1981; Klein et al, 1984; Cohn & Duncan, 1990). Estudos de Ponte (1976)
mostraram que com base em indice de massas de ovos e nimero de galhas, que P. edulis era
suscetivel a0 nematdide de galhas. De acordo com resultados de testes feitos por Kirby
(1978), plantas de P. edulis f. flavicarpa inoculadas com M. incognita e M.
javanicaapresentaram galhas, mas ndo se evidenciou a reproducdo do nematoide. Entre as
espécies silvedres, Silva Junior et al. (1988) verificaram em seus estudos que P. macrocarpa
Mast. se mostrou resistente a M. incognita. Segundo Klein et al. (1984), as espécies P.
serratodigitata, P. maliformis L. e P. alata mostraram-se suscetiveis, enquanto P. caerulea e
P. edulis, como resistentes. Segundo relatos de Mc Sorley (1981) P. quadrangulares L.
apresenta-se como hospedeira de Meloidogyne spp. Portanto, fazem-se necessarios estudos
mais aprofundados para comprovar a patogenicidade e a condicdo de diferentes espécies de
maracujazeiro como suscetivels ou hospedeiras.

Portanto, 0 presente trabalho teve como objetivo verificar a reacdo de diferentes
espécies de Passiflora, incluindo progénies de maracujazeiro-azedo, um acesso de
maracujazeiro doce, nove especies silvestres e um hibrido interespecifico, quanto a acdo de
duas populagdes dos nematdides de gahas, uma de Meloidogyne incognita e uma de

Mel oidogyne javanica.



Material e M éodos

O experimento foi realizado na Estacdo Experimental de Biologia da Universidade de
Brasilia, no periodo de marco de 2005 ajaneiro de 2006. O indculo das populacbes de M.
incognita e M. javanica foram inicialmente obtidos de cana-de-aglcar e de amendoim,
respectivamente, e, em seguida, foram multiplicados em tomate cultivar Santa Clara sob
condic¢oes de casa-de-vegetacao.

Estacas de plantas da colegdo de maracujazeiros da Fazenda Agua Limpa (FAL) da
Universidade de Brasilia, locdizada na parte sul do Digtrito Federal, e da colecdo de
maracujazeiros da Embrapa Cerrados (CPAC), locadlizada em Plandtina, DF, foram coletadas
em maio de 2005. Entre elas, estacas de nove espécies silvestres do género Passiflora (P.
serratodigitata, P. coccinea, P. setacea, P. amethystina, P. nitida, P. caerulea, P. gibertii, P.
odontophylla, P. edulis edulis nativo), estacas de um hibrido (P. coccinea x P. setacea), estacas
de P. alata e estacas de diferentes gendtipos de Passiflora edulis f. flavicarpa (Yelow Master
FB 200, MAR 12, RC-3 e Gigante amarel0) (Tabela 1).

Foram coletadas estacas com trés nds e um par de folhas em sua parte superior. Em
seguida, foram transportadas em sacos plasticos para cdmara Umida. As estacas foram tratadas
com o fitohorménio &cido indolbutirico (AIB), na concentracéo de 2000 ppm; 1g de AIB foi
diluido em 30ml de dcool etilico. Na seqiiéncia, acrescentou-se 470 ml de agua destilada.
Esse tratamento chs estacas foi feito por imersdo das mesmas em um Becker contendo a
solucdo de fitohormbnio por minuto, apds o corte da base da estaca em forma de bisel,
eliminando, assim, a parte oxidada e para facilitar a penetragdo do horménio. Logo apds esse
tratamento, as estacas foram enterradas em bandejas de poliestireno expandido com 72 células

piramidadas invertidas (120 ml/célula) e preenchidas com substrato PlantimaxO. As estacas
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foram acondi cionadas em casa-de-vegetacéo e mantidas sob nebulizacdo em camara imida. A
umidade relativa variou entre 80 e 100% e a temperatura variou entre 18 e 25°C.

Também foram plantadas sementes das espécies em estudo de maracujazeiro, gue
foram acondi cionadas sob a temperatura de 15 a 28°C e umidade de 30 a 90%.

As mudas obtidas a partir de estacas, foram mantidas por 90 dias em cémara Umida
para enraizamento, foram transplantadas para sacos plésticos de um litro, contendo 50% de
areia grossa e 50% de Latossolo Vermelho Escuro. Esse substrato recebeu adubagdo, calagem
e foi autoclavado.

As mudas de sementes foram transplantadas, 70 dias apds a germinagdo, para sacos
plasticos de 1 litro, com 0 mesmo substrado acima.

O preparo do indculo se deu a partir da metodologia de Hussey & Barker (1973),
modificada por Bonetti (1981). As raizes de tomateiro com galhas foram cortadas em pedacos
de aproximadamente 0,5 cm de comprimento e foram trituradas em liquidificador por 30
segundos em solucdo de hipoclorito de sodio (NaOCl) a0,5%. A seguir, foi vertida a
suspensdo em peneira de 60 mesh e depois em uma peneira de 500 mesh de abertura, que foi
lavada com é&gua de torneira. Os ovos que ficaram retidos na Ultima peneira foram recol hidos.

Apbs o transplante, fezse a inoculagdo das plantas de maracujazeiros com M.
incognita e com M. javanica, utilizando-se 5000 ovos de cada nematéide por planta.

O testefoi conduzido em delineamento em blocos ao acaso, com 4 repeticles e 6 plantas
por unidade experimental, em arranjo de parcela subdividida, sendo as parcelas formadas pelas
espécies de nematdides e controle e subparcelas pelas progénies. As plantas foram mantidas em
casa-de-vegetacio sob temperatura que variou de 18 a 29°C e umidade, de 30 a90%.

Diante da grande perda de mudas de maracujazeiro via estaquia, devido as condicdes

de estresse, como a presenca de Colletotrichum gloeosporioides, assim como a baixa taxa de
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enraizamento (Anexo), fezse necessaria a elaboracdo de dois experimentos em diferentes
datas, sendo o segundo experimento (16/12/2005) feito e avaliado um més (16/11/2005)
depois do primeiro, ja que houve a necessidade de reposicdo de material. No primeiro
experimento foram avaliadas sete espécies de maracujazeiro silvestre P. serratodigitata
(estaca e semente), P. coccinea (semente), P. setacea (estaca), P. amethystina (estaca e
semente), P. nitida (estaca), P. caerulea (estaca), P. gibertii (estaca)], quatro gendtipos de P.
edulisf. flavicarpa (Yelow Master FB 200, MAR 12, RC-3 e Gigante Amarel o; via sementes)
e P. alata (semente). O segundo experimento avaliou trés espécies de Passiflora (P. edulis
edulis nativo (semente), P. odontophylla (semente), P. coccinea (estaca)] e um hibrido
interespecifico P. coccinea X P. setacea (estaca).

O experimento foi avaliado 90 dias go0s a inoculagcdo e os parametros utilizados para
avaliar a reacdo dos maracujazeiros em relacdo as populagdes de M.javanica e M.incognita
foram: comprimento da planta, peso fresco da parte aérea, peso seco da parte aérea, peso
fresco da raiz, nimero de galhas/planta, nUmero de massas de ovos/galha e o fator de
reproducdo, que foi caculado dividindo-se a populacéo fina de nematdides no solo e nas
raizes pela populacéo inicia que foi utilizada na inocul acéo.

Para a extracdo de formas ativas dos nematéides utilizowrse 0 método de flutuagéo-
sedimentac@o-peneiramento  (Flegg & Hopper, 1970). A partir da amostra de solo
homogeneizada, retirou-se a quantidade de 300cnT de solo, que foi colocada em um balde,
onde se adicionou agua. Mexeu-se bem o solo com a &gua para que os torrdes se desfizessem,
liberando-se assm 0s nematdides para a suspensdo, a qua ficou em repouso por um minuto.
Entdo, verteuse essa suspensio através de uma peneira de malha de 60 meshes e depois através
de uma peneira de 400 meshes. Recolheram: se os nematdides em pequenos volumes de suspensao

gue foram centrifugados de acordo com o método de Jenkins (1964). Utilizou-se a rotacéo de
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3000 rpm por cinco minutos, descartou-se 0 sobrenadante, e aos sedimentos que ficaram no fundo
do tubo da centrifuga contendo os nemat6ides adicionou-se solucdo de sacarose (500cm® de
sacarose/litro de solucéo) e centrifugou-se novamente a uma velocidade de 1500 rpm por um
minuto. Recolheuse entdo, o sobrenadante, que foi vertido e lavado em uma peneira de 400
meshes de onde se recolheu cerca de 20 ml de suspensdo que continha os nematéides.

Reduziu-se o volume da suspensdo para a metade e adicionou-se a suspensao
volume equivalente do fixador de Golden 2X (16 partes de formalina, 4 partes de glicerina
e 80 partesde agua).

A metodologia utilizada para a avaliagdo do numero de galhas por planta se baseou
na contagem das mesmas.

Para verificar a presenca de massas de ovos por galha na superficie das raizes,
utilizou-se a coloragdo das mesmas com fucsina &cida. As raizes foram mergulhadas em
solucéo de fucsina é&cida, ficando imersas por aproximadamente cinco minutos e depois
lavadas em &gua corrente. Com isso as massas de ovos apareciam avermelhadas,
facilitando assim sua contagem.

Para a extragcdo de ovos, utilizou-se a metodologia de Hussey & Barker (1973),
modificada por Bonetti (1981). Os ovos em suspensdo, obtidos apOs a extracdo, foram
guardados em frascos com fixador Golden 1X para que se fizesse a posterior contagem com
trés repeticoes partir de uma aliquota de 1ml dessa suspensao.

As andlises estatisticas foram redlizadas a partir da utilizacdo do software SANEST,
de autoria de Zonta & Machado (1995). Os dados foram submetidos a andlise de variancia,
utilizando-se para o teste de F o nivel de 5% de probabilidade. As médias dos fatores foram

comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Também foram feitas anadlises de correlacdo entre todas as varidavels avaliadas,
baseando-se na significancia de seus coeficientes. A classificagdo de intensidade da
correlacdo para p £ 0,01, considerou-se muito forte r + 0,91 a £ 1,00), forte ¢ £ 0,71 a
0,90), média (r = 0,51 a + 0,70) e fraca £ 0,31 a = 0,50), de acordo com Goncalves &

Gongcalves (1985), citados por Guerra & Livera (1999).

Tabela 1 — Gendtipos de Passiflora e procedéncia das mudas inoculadas com
uma populacdo de Meloidogyne incognita e uma de Mel oidogyne javanica

Espéciggendtipo | Acesso/Codigo CPAC Obwdufgor '\é'o‘idsae'%%tr']?j
estaca
. amethystina CPAC MJ13-01 X X
. Setacea CPAC MJ12-01 X
. nitida CPAC MJO01-18 X
.Serratodigitata CPAC MJ11-01 X X
. caerulea CPAC MJ 14-01 X
. gibertii CPAC MJ 22-01 X
. coccinea CPAC MJ08-02 X X
. coccinea X P. setacea Hibrido X
. odontophyla CPAC MJ09-01 X
. alata “Comercid” X
. edulis nativo CPAC MJ21-01 X
. edulisf. flavicarpa Gigante amarelo X
. edulisf. flavicarpa Y ellow master FB 200 X
. edulisf. flavicarpa MAR-12 X
. edulisf. flavicarpa RC-3 X
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Resultados

No primeiro ensaio houve efeito significativo dos nematoides, das progénies e da
interacdo nematdide versus progénie em todos os parametros avaliados (Tabela 2 e 3).

No segundo ensaio, houve efeito significativo das progénies na atura de plantas, no
peso da matéria fresca e seca da parte aérea, no peso da matéria fresca da raiz. Houve também
efeito significativo dos nematdides no peso da matéria fresca e seca da parte aérea e no
nuimero de massas de ovos (Tabela 4), bem como efeito significativo dos nematoides, das
progénies e da interacdo nematdide versus progénie na quantidade de galhas, populacéo final
de nematdides e fator de reproducdo (Tabelab).

Os resultados do primeiro experimento mostraram que, em geral, houve reducéo do
comprimento das plantas inoculadas com as duas espécies de nematdides, sendo essa reducdo
mais acentuada nas plantas inoculadas com M. incognita (Tabelas 6), com excecdo para a
espécie P. setacea, que apresentou pequeno aumento do comprimento das plantas inoculadas
com M. incognita e para a espécie P. gibertii, que apresentou aumento do comprimento para
plantas inoculadas com M. javanica, mas, para ambas, 0 aumento ndo foi significativo. No
segundo ensaio, as plantas inoculadas apresentaram reducdo do comprimento quando comparadas
com as plantas ndo- inoculadas, sendo reducéo mais acentuada para as plantas inoculadas
com M. incognita em relacdo a M. javanica, porém ndo significativa (Tabela 7).

Em geral, para o primeiro experimento, as plantas inoculadas apresentaram reducéo do
peso de matéria fresca da parte aérea (Tabelas 8), com excecdo para as progénies de
maracujazeiro azedo Gigante Amarelo e MAR-12 e para as espécies P. serratodigitata
(estaca) e P. gibertii (estaca), os quais apresentaram aumento de peso da matéria fresca.

Quanto a0 segundo experimento, ndo houve interagdo significativa entre nematdides e
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progénies, mas, considerando a média para nematérides, houve reducdo de peso da matéria
fresca para as plantas inoculadas (Tabela 9).

No primeiro experimento, houve, em gerd, reducdo de peso de matéria seca da parte
aérea das plantas que foram inoculadas em relacdo as ndo- inoculadas (Tabela 10), com excecédo
para os gendtipos Gigante Amarelo e para RC-3 e para as espécies P. nitida, P. serratodigitata
(estaca) e P. gibertii. Em relacdo a0 segundo experimento, também ndo houve diferenca
significativa entre 0 peso de matéria seca e as espécies de nematdides, sendo observada, em
geral, reducéo de peso seco das plantas inoculadas, principalmente M. javanica (Tabela 11).

Para a maioria das plantas inoculadas no primeiro experimento houve reducéo de peso
fresco de raiz (Tabelas 12), com excegdo para as progénies Gigante Amarelo e MAR-12,
inoculados com M. javanica, e para as espécies P. setacea e P. serratodigitata, inoculados
com M. incognita e M. javanica, e com M. javanica, respectivamente. De acordo com 0s
resultados do segundo experimento, verificowrse, em gera, tendéncia de reducéo do peso
fresco de raiz como reacéo da planta na presenca do nematdide, exceto para a espécie P.
coccinea, que apresentou aumento do peso fresco de raiz para plantas inoculadas com M.
incognita e com M. javanica, enquanto que para o hibrido P. coccinea X P. setacae, houve
aumento do peso fresco de raiz apenas para plantas inoculadas com M. incognita (Tabela 13).

Todas as espécies inoculadas de maracujazeiro desenvolveram galhas até os 90 dias
apos a inoculacdo. No primeiro experimento observouse maior formacdo de gahas nas
plantas inoculadas com M. incognita, com exceto para P. amethystina (semente), a qual
apresentou maior quantidade de galhas quando inoculada com M. javanica. As espécies que
apresentaram menor quantidade de galhas foram os genétipos de maracujazeiro azedo e as
espécies P. alata (Figura 3) e P. coccinea. As gue apresentaram maior quantidade de galhas

guando inoculadas com M. incognita, foram: P. nitida, P. serratodigitata, P. amethystina

29



(estaca) (Tabela 10). Para as plantas inoculadas com M. javanica, as espéecies que
apresentaram maior quantidade de galhas foram P. amethystina (semente e estaca) e P. nitida.
Plantas das progénies de maracujazeiro azedo, de P. serratodigitata e de P. alata
apresentaram menor quantidade de galhas quando inoculadas com M. javanica. No segundo
experimento, verificouse que a espécie P. odontophylla apresentou a menor quantidade de
gahas para plantas inoculadas com M. incognita e M. javanica. Em contrapartida, P. edulis
edulis nativo apresentou a maior quantidade de galhas para plantas inoculadas com M.
incognita e P. coccinea para plantas inoculadas com M. javanica (Tabela 11). Em gerd,
observou-se que as espécies P. amethystina, P. serratodigitata e P. nitida inoculadas com M.
incognita apresentaram maior nimero de galhas, as quais apresentaram galhas maiores. Ja 0s
gendtipos de maracujazeiro azedo, P. alata e P. coccinea apresentaram galhas em menor
quantidade, sendo essas menores se comparadas as citadas anteriormente. Ja as espécies P.
edulis edulis nativo e P. setacea apresentaram muitas galhas, porém pequenas.

As plantas de P. setacea, dos gendtipos de maracujazeiro azedo e de P. alata, que
foraminoculadas com M. incognita, apresentaram 0s menores nimeros de massas de ovos por
gaha, enquanto as espécies P. serratodigitata, P. gibertti, P. caerulea e P. nitida foram as
gue apresentaram maior valor. Para as plantas inoculadas com M. javanica, as pogénies
Yellow Master e MAR-12, P. gibertii, P. coccinea e P. amethystina (estaca) foram & que
apresentaram maiores valores de massas de ovos/galha, enquanto o gendtipo Gigante
Amarelo, P. serratodigitata (semente) e P. nitida apresentaram os menores valores (Tabela
16). No segundo experimento, ocorreu formagdo de massas de ovos em todas as espécies
avaliadas, sendo maior em P. coccinea. Ndo houve diferenca significativa entre as plantas
inoculadas com as diferentes espécies de Meloidogyne em relacdo a quantidade de massas de

ovos por galha (Tabelas 17).



Quanto aos vaores de populagdo final das espécies de Meloidogyne, no primeiro
experimento (Tabelas 18), verificou-se que as espécies P. serratodigitata (semente e estaca),
P. amethystina (semente e estaca), P. nitida, P. coccinea, P. caerulea e P. gibertii
apresentaram valores superiores aos valores de populacéo inicial quando inoculadas com M.
incognita. Ou segja, somente essas espécies apresentaram fator de reproducdo superior a 1. Os
valores de populacéo final/planta de M. incognita variaram de 42,50 para a progénie Y ellow
Master a 88.866,94 para P. serratodigitata (estaca). Todas as progénies de maracujazeiro
azedo, P. alata e P. setacea, apresentaram fator de reproducdo menor que 1. Todas as plantas
inoculadas com M. javanica apresentaram fator de reproducéo inferior a 1 (Tabela 20).
Considerardo o fator de reproducdo do segundo experimento, observouse que, entre as
espécies avaliadas, apenas P. coccinea apresentou fator de reproducéo maior que 1 para as
plantas inoculadas com M. incognita e nenhuma espécie apresentou esse valor superior a 1
guando inoculadas com M. javanica (Tabela21).

Segundo os critérios de Canto-Saenz (1985), plantas que apresentem fator de
reproducdo inferior a 1 sd0 consideradas resistentes, portanto, verificou-se que as espécies
comerciais (4 progénies de maracujazeiro azedo e P. alata), P. setacea, P. odontophylla, P.
edulis nativo e o hibrido P. coccinea X P. setacea se comportaram como resistentes a M.
incognita, e todas as espécies em estudo comportaram como resistentes a M. javanica.

Levando em conta as correlacfes feitas houve, em geral, correlacdo negativa entre os
paréametros de desenvolvimento vegetativo (comprimento de planta, peso de matéria fresca e
seca da parte aérea e peso fresco de raiz) e os parametros relacionados a multiplicacéo dos
nematdides (nlmero de galhas por planta, nimero de massas de ovos por galha, populacéo final
e fator de reproducéo). Ou sgja, quanto maior a facilidade de multiplicacdo do nematdide,

maior é ainfluéncia sobre o desenvolvimento vegetativo de plantas de Passiflora ssp. Houve,
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em geral, correlacdo positiva entre os parametros de desenvolvimento vegetativo. Assim
como entre os parametros relacionados a multiplicagdo dos nematéides (Tabelas 18 e 19).
Para as trés espécies de Passiflora (P. amethystina, P. serratodigitata e P. coccinea)
gue foram feitos testes com plantas obtidas a partir de estacas e sementes, verificouse que,
em geral, aquelas oriundas de estaquia apresentaram maior quantidade de gahas/planta
(Figuras 1 e 2), e devido a alta capacidade de reproducdo do nematdide foram observados

maiores valores de fator de reproducéo.

Discussao

De maneira geral, ocorreu supressdo do crescimento das plantas inoculadas com M.
incognita e M. javanica, assim como reducéo do peso fresco e seco de parte aérea, e queda no
peso de raiz em decorréncia da presenca do nematéide. Segundo Hussey (1985), os efeitos de
nematdides do género Meloidogyne sobre o crescimento das plantas, em geral, sdo variados e
complexos. De maneira geral, esses efeitos relacionamse a dteracdo na absorcdo e
translocagdo de &gua e nutrientes, podendo retardar o crescimento de raiz, contribuindo para a
supressdo do desenvolvimento da planta e comprometendo seu crescimento, sem haver
destruicdo direta dos tecidos das raizes. Loveys & Bird (1973) avaliaram areacdo de pléantulas
de tomate a partir da infeccéo de juvenis de M. javanica e observaram decréscimo de massa
fresca e area foliar dessas plantulas. Rossi & Montaldi (2004) e Ahuja et al. (1985)
verificaram redugdo de peso seco e peso fresco de parte aérea, bem como do porte de plantas
de rabanete em decorréncia da presenca de nematoides de galhas. Wallace (1974) avaliou a

reacdo de plantulas de tomate a M. javanica, e a partir dos resultados concluiu que o0s
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nematdides e as galhas formadas por eles prestavam o papel de dreno nas raizes, afetando,
entdo, o crescimento da parte aérea.

Considerando estudos feitos com maracujazeiros, Sharma et al. (2001) avaliaram o
efeito de M. javanica sobre o crescimento de um hibrido de P. edulis f. flavicarpa (EC-2)
mostraram que houve reducdo de tamanho de plantas inoculadas em relacdo as néo-
inoculadas, assm como diminuicdo do peso de matéria fresca e do peso de matéria seca da
parte aérea das plantas em todos os niveis de inéculo. EI-Moor (2002), a partir de estudos
baseados na avaliacdo da reacdo de progénies de P. edulis f. flavicarpa a nematdides do
género Meloidogyne, verificou que houve diferenca significativa entre plantas inoculadas,
considerando parametros como comprimento de plantas, nimero de galhas por planta, peso
fresco, peso seco, entre outros.

Considerando que algumas plantas das espécies em estudo, que foram inoculadas,
apresentaram aumento de comprimento, de peso fresco e seco de parte aérea e peso fresco de
raiz, estudos de Sharma et al. (2003), os quais se basearam em avaliacdo de reacéo de 10
gendtipos de maracujazeiro-azedo ao nematoide Rotylenchulus reniformis em condictes de
casa-de-vegetacdo, obtiveram como resultados aumento do crescimento vegetativo
(comprimento de parte aérea e peso seco da parte aérea e peso fresco de raiz). Situagéo
semelhante ocorreu em plantulas de tomate inoculadas com M. incognita. Segundo Christie
(1959), um dos possiveis mecanismos que levaria a0 aumento de crescimento de plantas na
presenca do nematdide seria a formagdo excessiva de raizes laterais, 0 que favoreceria a
absorcéo de maior quantidade de nutriente. Para Wallace (1971), baixos niveis de infeccéo
freqUentemente estimulam o crescimento da planta.

Assim como neste estudo, Santos et al. (2002) ao avaliarem areacdo de gendtipos de

maracujazeiro azedo a0 nematoide de galhas, verificaram a formagdo de poucas galhas por
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planta. EI-Moor (2002) também verificou pequena quantidade de galhas por planta em seu
estudo que avaliou gendtipos de maracujazeiro azedo.

Para algumas espécies (P. edulis edulis nativo e P. setacea) houve a formacdo de um
nimero relativamente ato de galhas, porém de tamanho reduzido, com baixa quantidade de
massas de ovos por gaha e baixo fator de reproducéo. Estudos de Carneiro et al. (2005) mostram
gue a avaliacdo de gendtipos de algodoeiro para M. incognita, a reproducdo desse nematoide se
mostrou baixa, apesar de ter havido a formacdo de galhas, o que levou a crer que houve
penetracdo dos nematdides, apesar de ter havido falha na manutencéo das céulas gigantes.

Sharma et al. (2005) avaliaram a reacéo de espécies de Passiflora a M. incognita em
casa-de-vegetacdo incluindo P. caerulea, P. gibertii e P. nitida, e verificaram que das trés
espécies acima somente P. nitida apresentou &tor de reproducéo superior a 1 Quanto a
reacao das espécies a M. javanica, verificaram que P. gibertii e P. nitida apresentaram valores
de fator de reproducdo inferior a um, se assemelhando assm aos resultados obtidos neste
estudo. Sharma et al. (2001), a partir de estudos voltados para a avaliagdo da reproducéo de
M. javanica em maracujazeiro azedo, verificaram que essa espécie de nematGide nado
apresentou facilidade de reproducdo nesta espécie, ou sgja, apresentou baixo fator de
reproducdo, sendo o mesmo verificado neste trabalho. Resultados semelhantes foram obtidos
por Sharma et al. (2003), pois se verificou populacdo final de M. javanica bem inferior a
inicial quando inoculada em maracujazeiro azedo.

Considerando as correlagdes feitas, segundo Halauer & Miranda Filho (1981), as mesmas
s80 importantes no melhoramento genético, uma vez que medem o grau de associacdo, genético
ou ambientd, entre dois ou mais caracteres. Portanto, € possivel verificar que houve dta

porcentagem de corrdacdo significativa entre os parametros avaliados, jA que houve, no



primeiro experimento, indice de 85,72% de correlacdo significativa e de 64,29% de correlacéo
significativa no segundo experimento.

Portanto, verificowse com o presente trabalho a influéncia da presenca dos
nematdides de galhas sobre o desenvolvimento de espécies de Passiflora, assim como o
potencial desses nematbides de se reproduzirem nessas espécies, sendo esse tipo de
informacdo bastante Gtil em programas de melhoraento que visem a exploragdo de
caracteristicas agrondmicas desgjaveis, em especia voltadas para obtencdo de materia

resistente adoencas.



Conclusdes

Meloidogyne incognita e Meloidogyne javanica de maneira geral, reduziram o
desenvolvimento vegetativo das plantas das espécies de Passiflora, exceto para alguns casos,
nos quais houve estimulo para o desenvolvimento de plantasinoculadas com M. javanica.

Verificourse ato indice de significancia para as correlagbes feitas entre
comprimento de planta, peso de matéria seca e fresca da parte aérea, peso de matéria
fresca de raiz, nimero de galhas por planta, nUmero de massas de ovos por gaha,
populacéo final e fator de reproducéo.

Houve mehor multiplicacdo de Meloidogyne incognita e Meloidogyne javanica em
plantas de Passiflora obtidas de estacas.

Verificourse que as espécies comerciais, P. setacea, P. odontophylla, P. edulis nativo
e o hibrido P. coccinea X P. setacea se comportaram como resistentes a M. incognita.

Todas as espécies de Passiflora em estudo comportaram-se como resistentes a

M. javanica.



Tabela 2 — Andlise de variancia dos parametros comprimento de plantas, peso de matéria fresca de parte aérea
(PMFPA), peso de matéria seca da parte aérea (PMSPA) e peso fresco de raiz de plantas de Passiflora spp. (9
espécies silvestres, um hibrido interespecifico, um acesso de P. alata e 4 gendtipos de P. edulisf. flavicarpa)

inoculadas com Mel oidogyne incognita e Mel oidogyne javanica (12 experimento)

Comprimento de Plantas* PMFPA** PM SPA*** Peso fresco raiz****

Causas de Variacdo G.L. Q.M. Prob.>F Q.M. Prob.>F Q.M. Prob.>F Q.M. Prob.>F

Repeticdes 3 21445,0075 0,00515 785,5083 | 0,00557 52,7586 0,09709 97,7703 0,11738

Nemat6ides 2 29330,6069 0,00333 2908,6813 | 0,00053 | 144,0198 0,0156 434,5086 | 0,00693
Residuo (A) 6 1564,116 59,4356 15,759 32,6431

Parcelas 11

Tratamentos 13 15166,2069 0,00001 1902,2831 | 0,00001 | 127,0178 | 0,00001 205,0228 | 0,00001

Nemat. X Trat. 26 3027,4931 0,00083 423,5287 | 0,00067 23,3194 0,01201 49,4664 0,00948
Residuo (B) 117 1238,1269 169,9476 12,3755 25,6021

Total 167

*Média Geral: 119,2838
Coeficiente de Variagdo (A): 33,155%
Coeficiente de Variacdo (B): 29,499%

**Média Geral: 34,0180
Coeficiente de Variacdo (A): 22,66%
Coeficiente de Variagdo (B): 38,322%

*** Média Geral: 8,8761

Cosficiente de Variagdo (A): 44,72%
Coeficiente de Variagdo (B): 39,633%

**%* Média Geral: 15,4582

Coeficiente de Variagéo (A):36,96%
Coeficiente de Variagéo (B): 32,732%
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Tabela 3 — Andlise de variancia dos parametros relacionados a populagdes de Mel oidogyne incognita e Meloidogyne javanica
inoculadas em plantas de Passiflora spp.(9 espécies silvestres, um hibrido interespecifico, um acesso de P. alata e 4 gendtipos de

P. edulis f. flavicarpa) (12 experimento)

Fator de
NUmero Galhas/planta* NUmer o M assas de ovos/galhas** Populacdo final*** reproducao****
Causasde Variagdo | G.L. Q.M. Prob.>F Q.M. Prob.>F Q.M. Prob.>F Q.M. Prob.>F
Repeticles 3 9,0813 0,239 0,0097 0,26302 4344,211 | 0,3953 0,3094 0,4284
Nemato6ides 2 318,3152 0,00034 0,0957 0,00417 127202,9 | 0,00099 5,00135 | 0,00376
Residuo (A) 6 4,9165 0,0056 3697,719 0,2876
Parcelas 1
Tratamentos 13 20,5354 0,0087 0,00008 9972,065 | 0,00001 0,5295 0,00001
Nemat. X Trat. 26 10,566 0,00001 0,0083 0,00001 8655,711 | 0,00001 0,506 0,00001
Residuo (B) 117 25477 0,00001 0,0022 488,9832 0,0403
Total 167
*Média Geral: 12,1591 ** Média Geral: 3,2036 *** Média Geral: 62,4657 **xx Média Geral: 3.3452
Coeficiente de Variagdo (A): 18,22% Coeficiente de Variagdo (A): 2,33% Coeficiente de Variagdo (A): 97,34 Coeficiente de Variagdo (A): 16,03%
Coeficiente de Variagdo (B): 13,1275 Coeficiente de Variagdo (B): 1,468% Coeficiente de Variagéo (B): 35,4% Coeficiente de Variagdo (B): 6,005%



Tabela 4 — Andlise de variancia dos parametros comprimento de plantas, peso de matéria fresca de parte aérea (PMFPA), peso
de matéria seca da parte aérea (PMSPA) e peso de raiz plantas de Passiflora spp. (9 espécies silvestres, um hibrido
interespecifico, um acesso de P. alata e 4 gendtipos de P. edulis f. flavicarpa) inoculadas com Meloidogyne incognita e
Mel oidogyne javanica (22 experimento)

Comprimento de Plantas* PMFPA** PM SPA* ** Peso frescoraiz****
Causas de Variagéo G.L. Q.M. Prob.>F Q.M. Prob.>F Q.M. Prob.>F| Q.M. Prob.>F
Repeticoes 3 2369,2644 0,30983 28,331 | 052374 3,3666 | 0,60438 | 7,7982 | 0,72432
Nemat6ides 2 5489,5204 0,10056 799,7656 | 0,00161 | 36,0836 | 0,02613 4,915 0,7616
Residuo (A) 6 1592,5464 29,8989 5,0496 17,0766
Parcelas 11
Tratamentos 3 9988,626 0,00025 2541,557 | 0,00001 | 155,5371 | 0,00001 | 224,489 | 0,00001
Nemat. X Trat. 6 655,8308 0,67723 180,0771 | 0,9188 17,1771 | 0,06064 | 20,7742 | 0,00895
Residuo (B) 27 980,4951 87,5348 7,3802 5,6976
Total 47

*Média Geral: 98,777

Coeficiente de Variagéo (A): 40,40%
Coeficiente de Variagéo (B): 31,70%

** Média Geral: 23,1633

Coeficiente de Variagdo (A):23,60%
Cosficiente de Variagdo (B): 40,391%

*** Média Geral: 6,837
Coeficiente de Variagéo (A): 32,86%

**xx Média Geral: 11,6258
Coeficiente de Variagéo (A): 35,544%
Coeficiente de Variacdo (B): 20,532%

Coeficiente de Variacdo (B): 39,729%
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Tabela 5 — Andlise de variancia dos parametros relacionados a populagdes de Mel oidogyne incognita e Meloidogyne javanica
inoculadas em plantas de Passiflora spp. (9 espécies silvestres, um hibrido interespecifico, um acesso de P. alata e 4 gendtipos

de P. edulisf. flavicarpa) (22 experimento)

NUmero Galhas/planta* | Numero Massas de ovos/galha** Populacao final*** Fator de reproducao****

Causasde Variagdo | G.L. Q.M. Prob.>F Q.M. Prob.>F Q.M. Prob.>F Q.M. Prob.>F

Repeticoes 3 2,2849 0,43324 0,0023 0,32839 212,7456 0,79619 0,0081 0,65439

Nemat6ides 2 35,583 0,00435 0,0157 0,01426 6830,8453 | 0,01039 0,11156 0,02121
Residuo (A) 6 2,1512 0,0016 618,624 0,0141172

Parcelas 1
Tratamentos 13 3,6079 0,01827 0,0032 0,39599 1697,2858 | 0,00096 0,03832 0,00564
Nemat. X Trat. 26 317 0,01131 0,0043 0,2567 887,2516 0,00539 0,02756 0,00736
Residuo (B) 117 0,91259 0,0031 219,8928 0,00726
Total 167

**** Média Geral: 3,221798
Coeficiente de Variagdo (A): 3,688
Coeficiente de Variagdo (B): 2,646%

*** Média Geral: 47,6571
Coeficiente de Variagéo (A): 52,189
Coeficiente de Variagdo (B): 31,116%

** Média Geral: 3,19
Coeficiente de Variagdo (A):1,274%
Coeficiente de Variagdo (B): 1,748%

*Média Geral: 11,140
Coeficiente de Variagéo (A): 13,165
Coeficiente de Variagdo (B): 8,575%



Tabela 6 — Valores de comprimento de plantas de espécies de Passiflora inoculadas com

M. incognita, M. javanica e de plantas nédo-inocul adas (12 experimento)

Comprimento de plantas (cm) Nematoides

Mudas via estaquia M. incognita | M. javanica | Controle
Passiflora amethystina 127,81 B 181,25 AB | 209,88 A
Passiflora setacea 78,7 A 47,25 A 78,39 A
Passiflora nitida 43,66 A 84,72 A 94,4 A
Passiflora serratodigitata 87,18 AB 114,33 A 30,66 B
Passiflora caerulea 87, 7B 1933 A 1549 A
Passiflora gibertii 111 A 149,06 A 132,41 A

Mudas via sementes
Gigante amarelo 114,39 A 132,81 A 146 A
Yellow Master 108,63 B 112,46 A | 172,96 A
#MAR-12 119,24 A 126,94 A | 141,63 A
RC-3 112,14 B 132,1 AB [ 172,94 A
Passiflora alata 65,89 A 74,25 A 108,22 A
Passiflora amethystina 1379 B 182,42 AB | 199,62 A
Passiflora coccinea 55,4 B 62,19B 136,95 A
Passiflora serratodigitata 82,32 B 105,22 B 191,25 A

L etras diferentes representam diferencas entre espécies de nematoides e controle pelo teste de Tukey a

5% de probabilidade

Tabela 7 — Valores de comprimento de plantas de espécies de Passiflora inoculadas
com M. incognita, M. javanica e de plantas ndo-inocul adas (2° experimento)

Comprimento de parte aérea de plantas (cm)

Médias para nematoides

Médias para genotipos

M.incognita 78,85 a P.edulis nativo 137,07 a
M.javanica 101,99 a P.odontophylla 77,83 b
Controle 115,48 a P.coccinea X P.seaceat 104,95 ab

P.coccinea 75,24 b

Médias seguidas da mesma | etra nas colunas, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5% de

probabilidade.
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Tabela 8 — Valores de peso de matéria fresca de parte aérea de plantas de espécies de
Passiflora inoculadas com M.incognita, M.javanica e de plantas ndo-inocul adas (12
experimento)

Peso de matéria fresca de parte aérea (g) Nematoéides

Mudas via estaquia M. incognita | M. javanica | Controle
Passiflora amethystina 17,59 B 24,31 B 57,52 A
Passiflora setacea 17,94 A 5,84 A 20,85 A
Passiflora nitida 16,74 A 35,75 A 37,63 A
Passiflora serratodigitata 17,89 B 43,95 A 30,95 AB
Passiflora caerulea 10,33 A 20,89 A 24,21 A
Passiflora gibertii 31,95 A 57,74 B 38,74 AB

Mudas via sementes
Gigante amarelo 40,12 A 59,49 A 38,39 A
Yellow Master 39,08 A 41,99 A 59,58 A
#MAR-12 49,92 A 532 A 52,61 A
RC-3 48,48 A 49,06 A 58,01 A
Passiflora alata 17,48 A 2191 A 36,39 A
Passiflora amethystina 30,64 A 3191 A 44,14 A
Passiflora coccinea 7,99 B 5,93 B 34,44 A
Passiflora serratodigitata 16,42 B 27,63 B 52,95 A

L etras diferentes representam diferencas entre espécies de nematdides e controle pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

Tabela 9 — Valores de peso de matéria fresca de parte aérea de plantas de Passiflora
inoculadas com M.incognita, M.javanica e de plantas ndo-inocul adas (22 experimento)

Peso de matéria fresca da parte aérea (g)

Médias para nematoides Médias para genoétipos

M.incognita 20,03 b P.edulis nativo 43,11 a

M.javanica 18,19 b P.odontophylla 8,83 ¢C

Controle 31,25 a P.coccinea X P.setacea 23,21 b
P.coccinea 17,49 bc

M édias seguidas da mesmal letra nas colunas, ndo diferem entre si, pelo teste de
Tukey a5% de probabilidade.
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Tabela 10 — Valores de peso seco de parte aérea de plantas de espécies de Passiflora
inoculadas com M.incognita, M.javanica e de plantas ndo-inoculadas (12 experimento)

Peso de matéria seca de parte aérea (g) Nematoéides

Mudas via estaquia M. incognita | M. javanica | Controle
Passiflora amethystina 3,67 B 5,61 AB 10,76 A
Passiflora setacea 5,38 AB 1,66 B 8,53 A
Passiflora nitida 4,04 B 10,03 A 9,72 A
Passiflora serratodigitata 7,16 A 9,77 A 8,11 A
Passiflora caerulea 4,75 B 5,83 AB 11,49 A
Passiflora gibertii 16,09 A 8,45 B 11,28 A

Mudas via sementes
Gigante amarelo 11.02 A 16,29 A 10,4 A
Yellow Master 9,46 A 12,08 A 14,64 A
#MAR-12 13,85 A 13,01 A 148 A
RC-3 11,73 A 12,89 A 12,08 A
Passiflora alata 4,29 A 573 A 8,62 A
Passiflora amethystina 7,37 A 8,24 A 13,14 A
Passiflora coccinea 195 A 1,34 A 525 A
Passiflora serratodigitata 451 A 743 A 10,2 A

L etras diferentes representam diferencas entre espécies de nemat6i des e controle pelo teste de Tukey a 5% de

probabilidade.

Tabela 11 — Vaores de peso seco de parte aérea de plantas de espécies de Passiflora
inoculadas com M.incognita, M.javanica e de plantas ndo-inoculadas (22 experimento)

Peso de matéria seca da parte aérea (g)

Médias para nematéides

Médias para gendétipos

M.incognita 6,12 ab P.edulis nativo 10,09 a

M.javanica 582hb P.odontophylla 2,04 c

Controle 8,56 a P.coccinea X P.setacea 9,03 ab
P.coccinea 6,18 b

M édias seguidas da mesma letra nas colunas, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey

a 5% de probabilidade.



Tabela 12 — Valores de peso fresco de raiz de plantas de espécies de Passiflora
inoculadas com M. incognita, M. javanica e de plantas ndo-inoculadas (12 experimento)

Peso de matéria fresca de raiz (g) Nematoéides

Mudas via estaquia M. incognita | M. javanica | Controle
Passiflora amethystina 13,12 B 19,85 B 26,31 A
Passiflora setacea 16,4 A 351 A 1453 A
Passiflora nitida 17,64 A 19,7 A 20,37 A
Passiflora serratodigitata 11,16 A 14,82 A 10,61 A
Passiflora caerulea 9,28 A 9,58 A 25,28 A
Passiflora gibertii 23,84 B 19,57 B 30,01 A

Mudas via sementes
Gigante amarelo 14,67 A 20 A 18,62 A
Yellow Master 14,47 A 14,94 A 18,63 A
#MAR-12 14,62 A 17,08 A 16,75 A
RC-3 15,72 A 16,2 A 18,74 A
Passiflora alata 8,82 A 9,98 A 146 A
Passiflora amethystina 13,92 A 16,14 A 17,53 A
Passiflora coccinea 6,65 B 8,94 B 12,67 A
Passiflora serratodigitata 7,5B 10,16 B 16,16 A

L etras diferentes representam diferencas entre espécies de nemat6i des e controle pelo teste de Tukey a 5% de

probabilidade.

Tabela 13 — Vaores de peso fresco de raiz de plantas de espécies de Passiflora
inoculadas com M. incognita, M. javanica e de plantas ndo-inocul adas (22 experimento)

Peso de matéria fresca de raiz (g)

Nematoides

Mudas obtidas via estaquia M. incognita | M. javanica | Controle
Passiflora coccinea X Passiflora setacea 16,25 A 11,95 A 13,83 A
Passiflora coccinea 12,75 A 13,13 A 8,67 A

Mudas obtidas via sementes
Passiflora odontophylla 3,74 A 514 A 79 A
Passiflora edulis nativo 15,83 aA 13,95 A 16,33 A

L etras diferentes representam diferencas entre espécies de nematdides e control e pelo teste de Tukey a

5% de probabilidade.



Tabela 14 — Valores de numero de galhas/planta em plantas de espécies de Passiflora
inoculadas com M. incognita, M. javanica e de plantas ndo-inoculadas (12 experimento)

Numero de galhas/planta Nematéides

Mudas via estaquia M. incognita | M. javanica | Controle
Passiflora amethystina 229,2 abA 126,08 abA 0aB
Passiflora setacea 106 bcdA 18,37 cB 0aB
Passiflora nitida 290,41 aA 78,24 abcB 0aB
Passiflora serratodigitata 268,2 aA 6,45 cB 0aB
Passiflora caerulea 157,59 abcA 14,06 cB 0aB
Passiflora gibertii 99,12 bcdA 21,68 cAB 0aB

Mudas via sementes
Gigante amarelo 51,03 cdAB 7,64 cB 0aB
Yellow Master 34,16 dAB 4,54 aB 0aB
#MAR-12 42,12 dAB 5cB 0 aB
RC-3 81,24 cdA 7,54 cB 0aB
Passiflora alata 61,10 cdAB 20,42 cB 0aB
Passiflora amethystina 170,93 abcA 187,91 aA 0aB
Passiflora coccinea 93,12 cdA 54,45 bcAB 0aB
Passiflora serratodigitata 110 bcdA 46,11 bcAB 0 aB

M édias seguidas da mesma letra nas colunas, néo diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
L etra minuscul a representa diferencas entre progénies ou espécies. L etra maiUiscula representa diferencas entre

espécies de nematoides e controle.

Tabela 15 — Valores de nimero de galhas/planta em plantas de espécies de
Passiflora inoculadas com M. incognita, M. javanica e de plantas néo-

inoculadas (22 experimento)

Nimero de galhas/planta Nematoides
Mudas via estaquia M. incognita | M. javanica | Controle
Passiflora coccinea X P. setacea 77,96 aA 5,73 abB 0aB
Passiflora coccinea 66,75 aA 42,28 aAB 0aB
Mudas via sementes
Passiflora odontophylla 21,24 bA 1,2 bA 0 aB
Passiflora edulis nativo 97,35 aA 2,11 abB 0 aB

M édias seguidas da mesma letra nas colunas, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. Letra mindscula representa diferencas entre progénies ou espécies. L etra mailscula
representa diferencas entre espécies de nemat6ides e control e.



Tabela 16 — Valores de nimero de massas de ovos/galha em plantas de espécies de Passiflora
inoculadas com M. incognita, M. javanica e de plantas ndo-inoculadas (12 experimento)

NUmer o de massas de ovos/galha Nematoides

Mudas via estaquia M. incognita M. javanica | Controle
Passiflora amethystina 0,782 abcdeA 0,443 a AB 0aB
Passiflora setacea 0,02 fB 0,074 aB 0aB
Passiflora nitida 0,867 abcdA 0,05 aB 0aB
Passiflora serratodigitata 1,382 aA 0,120 aB 0aB
Passiflora caerulea 0,930 abcA 0,179 aB 0aB
Passiflora gibertii 1,237 abA 0,703 aA 0aB

Mudas via sementes
Gigante amarelo 0,048 B 0,008 aB 0aB
Yellow Master 0,035 B 0,720 aA 0aB
#MAR-12 0,103 efB 0,530 aA 0 aB
RC-3 0,234 cdefB 0,196 aB 0aB
Passiflora alata 0,159 defB 0,133 aB 0aB
Passiflora amethystina 0,627 abcdefA 0,107 aB 0aB
Passiflora coccinea 0,517 bcdefA 0,476 aAB 0aB
Passiflora serratodigitata 0,565 bcdefA 0,017 aB 0 aB

M édias seguidas da mesmalletra nas colunas, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
L etra minuscul a representa diferencas entre progénies ou espécies. L etra mailscula representa diferencas entre

espécies de nematoides e controle.

Tabela 17 — Vaores de nimero de massas de ovos/galha em plantas
de espécies de Passiflora inoculadas com M. incognita, M. javanica

e de plantas ndo-inocul adas (22 experimento)

Numero de massas de ovos/galha
Médias para nematoides Médias para gendétipos

M.incognita 0,389 a P.edulis nativo 0,085 a
M.javanica 0,289 a P.odontophylla 0,23 a
Controle Ob P.coccinea X P.setacea 0,125 a

P.coccinea 0,34 a

M édias seguidas da mesmaletra nas colunas, néo diferem entre si, pelo teste de
Tukey a5% de probabilidade.



Tabela 18 — Valores de populacéo final de nematdides em plantas de espécies de
Passiflora obtidas inoculadas com M. incognita, M. javanica e de plantas néo-

inoculadas (12 experimento)

Populacao final nematoides/planta

Nematoides

Mudas via estaquia M. incognita | M.javanica |Controle
Passiflora amethystina 37768,16 bcA | 2887,97 aB 0aB
Passiflora setacea 965,74 eA 43,33 aA 0 aA
Passiflora nitida 47018,96 bA 362,49 aB 0aB
Passiflora serratodigitata 88866,94 aA 212,33 aB 0aB
Passiflora caerulea 34336,66 bcA 875,08 aB 0aB
Passiflora gibertii 9446,53 dA 141,87 aA 0aB

Mudas via sementes
Gigante amarelo 1023,29 eA 176,31 aA 0aA
Yellow Master 42,5 eA 123,21 aA 0 aA
#MAR-12 263,97 eA 54,26 aA 0aA
RC-3 1044,32 deA 0aA 0aA
Passiflora alata 3052,41 deA 0aA 0aA
Passiflora amethystina 34251,32 bcA | 2044,24 aB 0aB
Passiflora coccinea 6737,24 deA 1056,66 aA 0aA
Passiflora serratodigitata 24296,03 cA 171,01 aB 0 aB

M édi as seguidas da mesmal letra nas colunas, nédo diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

L etra minuscula representa diferencas entre progénies ou espécies. L etra maiUscul a representa diferencas

entre espécies de nematoides e controle.

Tabela 19 — Valores de populacéo final de nematdides em plantas de espécies de
Passiflora obtidas inoculadas com M. incognita, M. javanica e de plantas ndo-

inoculadas (22 experimento)

Populacgao final de nematoides Nematdides
Mudas via estaquia M. incognita | M. javanica | Controle
Passiflora coccinea X P. setacea 4092,99 bA | 1227,91 aA 0aA
Passiflora coccinea 12935,3 aA | 1462,87 aB 0aB
Mudas via sementes
Passiflora odontophylla 1825,32 bA 158,54 aA 0aA
Passiflora edulis nativo 1943,33 bA 199,16 aA 0aA

M édias seguidas da mesmaletra nas colunas, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade. L etra mindscula representa diferencas entre progénies ou espécies. Letra
mai Gscul a representa diferencas entre espécies de nematoides e controle.
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Tabela 20 — Valores de fator de reproducdo (Pf/Pi) de plantas de espécies de Passiflora obtidas
inoculadas com M. incognita, M. javanica e de plantas ndo-inocul adas (12 experimento)

Populacéo final nematdides/planta Nematéides

Mudas via estaquia M. incognita | M.javanica |Controle
Passiflora amethystina 7,553 bcA 0,577 aB 0aB
Passiflora setacea 0,188 eA 0,008 aA 0aA
Passiflora nitida 9,401 bA 0,072 aB 0aB
Passiflora serratodigitata 17,77 aA 0,043 aB 0aB
Passiflora caerulea 6,867 bcA 0,174 aB 0aB
Passiflora gibertii 1,886 deA 0,028 aA 0aA

Mudas via sementes
Gigante amarelo 0,202 eA 0,032 aa 0aA
Yellow Master 0,008 eA 0,028 aA 0aA
#MAR-12 0,052 eA 0,01 aA 0aA
RC-3 0,207 eA 0aA 0aA
Passiflora alata 0,609 eA 0aA 0aA
Passiflora amethystina 6,849 bcA 0,407 aB 0aB
Passiflora coccinea 1,347 deA 0,211 aA 0aA
Passiflora serratodigitata 4,857 cdA 0,013 aB 0 aB

M édias seguidas da mesma letra nas colunas, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Letra
minudscul a representa diferencas entre progénies ou espécies. L etra maiUiscul a representa diferencas entre espécies de

nemat6ides e controle.

Tabela 21 — Valores de fator de reproducdo (Pf/Pi) de plantas de espécies de
Passiflora obtidas inoculadas com M. incognita, M. javanica e de plantas ndo-

inoculadas (22 experimento)

Fator de reproducéo (Pf/Pi) Nematdides
Mudas via estaquia M. incognita | M. javanica | Controle
Passiflora coccinea X P. setacea 0,818 bA 0,245 aA 0aA
Passiflora coccinea 2,586 aA 0,292 aB 0aB
Mudas via sementes
Passiflora odontophylla 0,364 bA 0,027 aA 0aA
Passiflora edulis nativo 0,388 bA 0,039 aA 0 aA

M édias seguidas da mesma letra nas colunas, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. L etra mindscula representa diferencas entre progénies ou espécies. Letra mailscula
representa diferencas entre espécies de nemat6ides e control e.



Tabela 22 — Matriz de correlacdo linear de parametros sados na avaliacéo da reacdo de 12
gendtipos de Passiflora spp.(4 progénies de P. edulis f. flavicarpa, 1 acesso de P. alata e 7
espécies silvestres) a Meloidogyne incognita e a Meloidogyne javanica (1 — atura da planta; 2
— peso de matéria fresca da parte agrea; 3 — peso de matéria seca da parte agrea; 4 — peso
fresco de raiz; 5 — quantidade de galhas/planta; 6 - quantidade de massas de ovos/gaha; 7 —
populacdo final; 8 — fator de reproducéo) (12 experimento)

Variavels 1 2 3 4 5 6 7 8

1 0,5756 04509 | 04526 | -0,106* | -0,1590 | -0,1627 | -0,1524
2 0,8153 | 04980 | -0,3019 | -0,1771 | -0,2949 | -0,2653
3 04622 | -0,2740 | -0,1580 | -0,2632 | -0,2325
4 -0,1126* | -0,1072* | -0,1563 | -0,1349*
5 0,4143 0,7293 | 0,6520
6 0,6367 | 0,6104
7 0,9823
8

* VValores ndo-significativos a 5% de probabilidade

Tabela 23 — Matriz de correlacdo linear de parametros wsados na avaliacéo da reacdo de 4
espécies silvestres de Passiflora spp. a Meloidogyne incognita e a Meloidogyne javanica (1 —
altura da planta; 2 — peso de matéria fresca da parte aérea; 3 — peso de matéria seca da parte
aérea; 4 — peso fresco de raiz; 5 — quantidade de galhas/planta; 6 — quantidade de massas de
ovos/galha; 7 — populacdo final; 8 — fator de reproducéo (22 experimento)

Varidves 1 2 3 4 5 6 7 8

1 0,7347 0,6330 05212 | -0,1287* | -0,2817 | -0,4134 | -0,3664
2 0,8333 06226 | 0,0469* | -0,3495 | -0,2940 | -0,2635*
3 0,7702 | 0,0850* | -0,3168 | -0,2450* | -0,2480*
4 0,3707 | -0,4930* | -0,0194* | -0,0768*
5 0,2389* 0,4493 0,3681

6 0,5253 0,5103

7 0,9738

8

*V alores nao-significativos a 5% de probabilidade
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Figura 1 Fotografias, mostrando o sistema radicular de Passiflora spp. (A)- P.amethystina
(estaca) inoculada com M. incognita; (B)- P.amethystina (estaca) inoculada com M. javanica;
(C)- P.amethystina (estaca) ndo-inoculada; (D)- P.amethystina (semente) inoculada com M.
incognita; (E)- P.amethystina (semente) inoculada com M. javanica; (F)- P.amethystina
(estaca) néo-inoculada



Figura 2- Fotografias, mostrando o sistema radicular de Passiflora serratodigitata: (A)- via estaquia
inoculada com M. incognita; (B)- via estaquia inoculada com M. javanica; (C)- via estaguia néo-
inoculada; (D)- via semerte inoculada com M. incognita; (E)- via semente inoculada com M. javanica;
(F)- via semente ndo- inoculada
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Figura 3- Fotografias, mostrando o sistema radicular do gendtipo RC-3 de P. edulis f.
flavicarpa: (A)- via estaquia inoculada com M. incognita; (B)- via estaguia inoculada com M.
javanica; (C)- via estaquia ndo-inoculada; e P. alata: (D)- via semente inoculada com M.
incognita; (E)- via semente inoculada com M. javanica; (F)- via semente ndo-inoculada
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DIVERSIDADE GENETICA DE ESPECIES DE Passiflora, POTENCIAIS
FONTES DE RESISTENCIA A DOENCAS, COM BASE EM
MARCADORESRAPD

RESUMO

Considerando a grande variabilidade genética do maracujazeiro, programas de melhoramento
genético tém sido conduzidos visando a obtencéo de variedades mais produtivas e resistentes a
doencas. Portanto, 0 presente estudo buscou avaliar a diversidade genética de espécies de
Passiflora, a partir da utilizagdo de marcadores moleculares RAPD. ApGs a extracdo das
amostras de DNA gendmico, as mesmas foram amplificadas viaPCR utilizando-se a técnica de
RAPD. As amostras foram entdo aplicadas em gel de agarose onde foi feita a separacéo
eletroforética. Foram utilizados oito primers, os quais geraram 194 marcadores RAPD, sendo
todos polimorficos. Verificouse, a partir das distancias genéticas, a formacéo de um grupo
constituido a partir das variedades comerciais. Os demais gen6tipos se mostraram bem distantes
geneticamente entre Si. Foi possivel verificar a ampla diversidade genética entre as espécies do

género Passiflora, as quais se apresentam como potenciais fontes de resisténcias a doencas.

Palavras-chave: Passiflora, marcadores maleculares.



GENETIC DIVERSITY OF Passflora’s SPECIES AS POTENTIAL
SOURCESOF DISEASE RESISTANCE, BASED ON RAPD MARKERS.

ABSTRACT

Considering the broad genetic variability passion fruit genotypes, this research evaluated the
genetic diversity of Passiflora spp. using RAPD as molecular markers. After extraction of
genomic DNA from the samples, each DNA sample was amplified via PCR by using RAPD
technique. Then, electrophoresis was conducted in agarose gel. Eight primers were used and
they generated 194 ‘amplicons”, and all of them were polimorphic. Phylogenetic anaysis
according to genetic distance distinguished one group with commercial genotypes. It was
possible to detect a wide genetic variability within the genes Passiflora, therefore indicating

these species as a potential source of resistance to plant diseases.

Key words. Passiflora, molecular markers.

61



| ntroducéao

Pardelo a expansdo do cultivo do maracujazeiro, temse 0 aumento em numero e
severidade de problemas fitossanitéarios que afetam essa cultura, causando-lhe reducdo de
produtividade e longevidade (Torres Filho, 1985; Ponte, 1990).

Considerando as vérias estratégias de controle de enfermidades em plantas cultivadas,
temse 0 uso de variedades resistentes a patdégenos, que se mostra relativamente simples e
eficiente, com baixo custo de utilizacdo e reduzido impacto ambiental em relacdo a aplicacéo
de agroquimicos. O melhoramento genético tradicional de plantas cultivadas tem alcancado
grande éxito na obtencéo de cultivares resistentes a patdégenos, mas a eficiéncia naintroducéo e
transferéncia de genes de resisténcia de gendtipos silvestres ou de espécies aparentadas €
limitada pela necessidade de cruzamento, seguido de retro-cruzamentos e/ou autofecundagdes,
com selecdo para resisténcia nas progénies, acompanhada pela recuperacéo das caracteristicas
originais desgjaveis do genitor-receptor (Figueira, 2000).

O conhecimento da variabilidade genética presente nos potenciais genitores é de grande
importancia para 0 melhoramento genético voltado para o desenvolvimento de materiais
superiores, quanto a caracteres agrondmicos, a partir de hibridagBes inter e intra-especificas,
visando a transferéncia de genes de interesse, como genes de resisténcia a doencas encontradas
nas espécies silvestres, que sdo transferidos para espécies cultivadas (Bruckner, 1997). A
identificacdo de marcadores moleculares pode resultar em ferramenta com potencia para
selecionar precocemente genes de resisténcia (Figueira, 2000).

Marcadores de DNA sdo diferencas nas sequiéncias de nucleotideos, as quais podem ser
identificadas, podem caracterizar-se como diferencas genéticas em nivel de DNA, geradas por

mutacOes de ponto ou por aberragdes cromossdmicas, as quais S0 repassadas aos seus
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descendentes, ou sgja, temse assim poliformismos de DNA, gque podem ser visualizados por
meio de procedimentos laboratoriais. Estudos como o de Carneiro et al. (2002), Viana et al.
(2003), Muschner et al. (2003) e Ganga et al. (2004) se baseiam em diferentes tipos de
marcadores moleculares visando a avaliacdo de diversidade gnética em maracujazeiro. Tem-se
entdo que os marcadores moleculares se mostram como uma ferramenta auxiliar voltada para a
caracterizacdo e quantificacdo de diversidade genética (Pereira et al., 2005).

Portanto, este trabalho teve como objetivo avaliar a diversidade genética entre espécies

de Passiflora utilizando marcadores do tipo RAPD.



Material e M éodos

Foram avaliadas quatro variedades de maracujazeiro-azedo (Yellow Master FB 200,
Gigante Amarelo, RC-3 e MAR-12), um hibrido (Passiflora coccinea X P. setacea), Passiflora
alata e nove espécies silvestres (P. setacea, P. coccinea, P. nitida, P. serratadigitata, P. gibertii,
P. caerulea, P. amethystina, P. odontophyla e P. edulis nativo) (Tabela 24). Folhas de cada
variedade foram coletadas e delas extraiu-se 0 DNA gendmico a partir do método CTAB. Foram
amplificadas amostras de DNA de cada material genético utilizando-se a técnicade RAPD.

As reagOes de amplificagdo foram feitas em um volume total de 13uL, contendo Tris-
HCL 10mM (pH 8,3), KClI 50mM, MgCh 3mM, 100uM de cada um dos
desoxiribonucleotidios (dATP, dTTP, dGTP e dCTP), 0,4uM de um primer (Operon
Technologies Inc., Alameda, CA, EUA), uma unidade de enzima Tag polimerase e,
aproximadamente, 15ng de DNA. Para a obtencdo de marcadores RAPD foram utilizados oito
primers decameros. OPD (04, 07, 08, 10 e 16), OPDG-17 e OPDH (12 e 16). As amplificagoes
foram efetuadas em termociclador programado para 40 ciclos, cada um constituido pela
seguinte seqiiéncia: 15 segundos a 94°C, 30 segundos a 35°C e 90 segundos a 72°C. Ap6s os 40
ciclos foi procedida a etapa de extensdo fina de seis minutos a 72°C, e findmente, a
temperatura foi reduzida para 4°C. Apos a amplificacéo, foram adicionados a cada amostra 3
de uma mistura de azul de bromofenol (0,25%) e glicerol (60%) em agua. Essas amostras
foram aplicadas em gel de agarose (1,2%), corado com brometo de etidio, submerso em
tampd0 TBE (Tris-Borato 90mM, EDTA 1mM). A separacdo e€letroforética foi de
aproximadamente quatro horas, a 90 volts. Ao término da corrida, os géis foram fotografados

sob luz ultravioleta.



Os marcadores RAPD gerados foram convertidos em uma matriz de dados binarios, a
partir da qual foram estimadas as disténcias genéticas entre os diferentes acessos, com base no
complemento do coeficiente de similaridade de Nei & Li, utilizando-se o Programa Genes
(Cruz, 1997). A matriz de disténcias genéticas foi utilizada para redizar a andise de
agrupamento com o auxilio do Programa Statistic (Statsoft Inc., 1999), utilizando como critério

de agrupamento o método UPGMA.

Tabela 24 — Acesos de Passiflora spp. utilizados na

obtencdo de marcadores RAPD

N® de Espécies Acesso
1- P. edulis Yellow Master
2- P. edulis RC3
3- P. edulis MAR-12
4- P. edulis Gigante Amarelo
5- P.alata Comercial

6- P.serratodigitada

7- P.coccinea

8- Hibrido (P.coccinea X P.setacea)
9- P.setacea

10- P.nitida

11- P.amethystina

12- P.caerulea

13- P.odontophylla

14- P.gibertii

15- P.edulis nativo

CPAC MJ 11-01
CPAC MJ 08-02
Hibrido
CPAC MJ 12-01
CPAC MJ 01-18
CPAC MJ 13-01
CPAC MJ 14-01
CPAC MJ 09-01
CPAC MJ 22-01
CPAC MJ 21-01




Resultados

A partir dos oito primers utilizados foram gerados 194 marcadores RAPD, obtendo-se a
média de 24,25 marcadores por primer. Todos os marcadores se mostraram polimorficos, o
gue, associado a alta porcentagem de nmarcadores/primer indicou elevada diversidade genética
entre espécies do género Passiflora (Tabela 21).

A distancia genética entre os gendtipos avaliados variou entre 0,043 e 0,798 (Tabela
22). As menores distancias genéticas foram verificadas entre as variedades comerciais e a
maior distancia foi correspondente & distancia entre P. amethystina e P.edulis.

Na anadlise de agrupamento com base nas distancias genéticas, verificouse a formacdo
de um grupo contendo variedades comerciais de maracujazeiro azedo. A 0,30 de distancia
genética, ndo houve nenhum agrupamento entre as demais espécies analisadas. Verificouse
também que houve agrupamento do hibrido interespecifico com os seus genitores P. setacea e

P. coccinea (Figura5).

Discusséo

Diante dos dados obtidos, resultados semelhantes foram obtidos por Aukar et al.
(2002), os quais também verificaram em andlise de espécies de Passiflora a presenca de apenas
marcadores RAPD polimorficos.

Fajardo et al. (1998), utilizando marcadores RAPD, verificaram grande variabilidade
entre algumas espécies de Passiflora e pouca variacéo entre outras O mesmo foi observado
neste estudo, que mostrou maior similaridade entre algumas espécies. Informagdes como essas

podem auxiliar em monitoramento de hibridacoes.



Cassiano et al. (1998) e Vieira et al. (1997) também analisaram espécies de maracuja
através de marcadores moleculares do tipo RAPD visando a caracterizacdo e o relacionamento
filogenético entre elas.

Pio Viana et al. (2003) estimaram a diversidade genética entre genétipos de
maracujazeiro amarelo e outras espécies de Passiflora utilizando marcadores moleculares do
tipo RAPD e assim como neste trabalho, verificaram baixa dissimilaridade entre os gendtipos
de maracujazeiro amarelo e maior variabilidade entre as demais espécies.

Aukar et al. (2002) verificaram baixa média de smilaridade para a espécie P. amethystinae

outras espécies, o que revelou a diferenca genética dessa espécie em relacéo as demais.

Tabela 25 — Primers utilizados para a obtencdo dos marcadores RAPD e respectivos nimero de
bandas polimorficas e monomorficas de 15 gendtipos de Passiflora spp.

Primers Seqiiéncia5® 3 | Numerodebandas | Numero de bandas
polimorficas monomor ficas
OPD-04 TCTGGTGAGG 32 0
OPD-07 TTGGCACGGG 27 0
OPD-08 GTGTGCCCCA 24 0
OPD-10 GGTCTACACC 33 0
OPD-16 AGGGCGTAAG 13 0
OPG-17 ACGACCGACA 23 0
OPH-12 ACGCGCATGT 23 0
OPH-16 TCTCAGCTGG 19 0
Total 194 0
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Figura4 — Produtos de amplificagdo de DNA genémico de 15 acessos de maracujazeiro gerados com
a utilizacdo do primer OPD-08.

Tabela 26 — Matriz de distancias entre 15 acessos de maracujazeiro, baseada em 194

marcadores RAPD

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
1l 0.000 0.088 0.101 0.200 0.634 0.605 0.522 0.489 0528 0671 0.610 0556 0.687 0.653 0.425
2| 0.088 0.000 0.043 0.126 0.609 0.577 0.576 0.510 0.546 0.650 0.604 0.500 0.696 0.707 0.450
3] 0.101 0.043 0.000 0.140 0.626 0.622 0.597 0.570 0.580 0.673 0.630 0.562 0.679 0.686 0.432
4] 0.200 0.126 0.140 0.000 0.627 0694 0.593 0614 0589 0.714 0.683 0592 0.698 0.732 0.489
5| 0.634 0.609 0.626 0.627 0.000 0.632 0.614 0.628 0.579 0553 0.631 0.644 0645 0.673 0.609
6| 0.605 0577 0.622 0.694 0.632 0.000 0.681 0.692 0.670 0.707 0.738 0.687 0.724 0.763 0.699
71 0522 0576 0597 0.593 0.614 0.681 0.000 0.323 0.545 0.673 0.649 0.607 0.675 0.725 0.640
8| 0489 0510 0.570 0.614 0628 0.692 0.323 0.000 0.306 0.695 0.617 0586 0.661 0.761 0.640

9] 0528 0546 0.580 0589 0579 0.670 0.545 0.306 0.000 0.695 0.632 0560 0.692 0.780 0.636
10 0.671 0.650 0.673 0.714 0553 0.707 0.673 0.695 0.695 0.000 0.638 0.656 0.697 0.685 0.704
11| 0.610 0.604 0.630 0.683 0.631 0.738 0.649 0.617 0632 0.638 0.000 0460 0676 0.649 0.798
12| 0556 0.500 0.562 0.592 0.644 0.687 0.607 0586 0.560 0.656 0.460 0.000 0.695 0.663 0.727
13| 0.687 0.696 0.679 0.698 0.645 0.724 0.675 0.661 0692 0.697 0.676 0.695 0.000 0.767 0.684
14| 0.653 0.707 0.686 0.732 0.673 0.763 0.725 0.761 0.780 0.685 0.649 0.663 0.767 0.000 0.765
15| 0425 0450 0.432 0489 0609 0.699 0.640 0640 0636 0.704 0.798 0.727 0.684 0.765 0.000
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Figura 5— Andlise de agrupamento de 15 acessos de Passiflora spp. com base na matriz de
distancias genéticas calculadas utilizando-se 194 marcadores RAPD. O método do
UPGMA foi utilizado como critério de agrupamento.
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Conclusao

Veificonrse apenas a formacdo de marcadores polimorficos o que possibilitou

identificar ampla diversidade genética entre as espécies de Passiflora spp.

70



Referéncias Bibligr aficas

AUKAR, A. P. A.; LEMOS, E. G. M. & OLIVEIRA, J. C. Genetic variations amog passion
fruits species using RAPD markers. Revista Brasileira de Fruticultura 24: 738:740. 2002.

BRUCKNER, C. H. Perspectivas do melhoramento do maracujazeiro. In: Manica, 1. (Ed).
Maracuj&: temas selecionados. Porto Alegre, RS: Cinco Continentes, 70p. 1997.

CASSIANO, A. P. A. A,; LEMOS, E.G.M. & OLIVEIRA, J.C., Avdliacdo de espécies de
Passiflora através de marcadores moleculares RAPD. Genetics and Molecular Biology 21 (3):
214. 1998. Suplemento.

CARNEIRO, M. S;; CAMARGO, L. E. A.,; COELHO, A. S. G.; VENCOVSKY, R,; LEITE,
R. P.; STENZEL, N. M. C. & VIEIRA, M. L. C. RAPD-based genetic linkage maps of yellow
passion fruit (Passiflora edulis Sims f. flavicarpa Deg.). Genome 45: 670-676. 2002.

CRUZ, C. D. Programa GENES: Aplicativo Computacional em Estatistica Aplicada a Genética
(GENES - Software for Experimental Statistics in Genetics). Genetic Molecular Biology 21(1):
1415-4757. 1997.

FAJARDO, D.; ANGEL, F.; GRUM, M.; TOHME, J.; LOBO, M. & ROCA, W. M Genetic
variation analysis of the genus Passiflora L. usng RAPD markers. Euphytica 101:341-347.
1998.

FIGUEIRA, A. Progresso na caracterizacdo molecular de plantas resistentes: genes e
marcadores. In: Resumos do XXXI1I Congresso Brasileiro de Fitopatologia 25 (suplemento):
254- 256. 2000.

GANGA, M. D. R.; RUGGIERO, C.; LEMOS, E. G.; GRILI, V. G.; GONCALVES, M. M;;
CHAGAS, E. A. & WICKERT, E. Diversidade genética em maracujazeiro amarelo utilizando
marcadores moleculares. Revista Brasileira de Fruticultura 25: 494-498. 2004.

MUSCHNER, V. C.; LORENZ, A. P.; CERVI, A. C.; BONNATO, S. L; SOUZA-CHIES, T.
T.; SALZANO, F. M. & FREITAS, L. B. A first molecular phylogenetic analysis of
Passiflora. AmericanJournal of Botany 90: 1229-1236. 2003.

PONTE, J. J. Relatorio ao CNPg-periodo 1989/1990. UFC, Fortaleza, 14p. (mimeografado).
1990.

STATSOFT INC. Statistics for Windown (Computer program manual) Tulsa, OK. StatSoft
Inc. 2300 East 14 Street, Tulsa, 1999.

TORRES FILHO, J. Doencas do maracuja (Passiflora edulis f. flavicarpa) na regido da
Ibiapaba, Ceard, Brasil. Fitopatologia Brasileira 10: 223. 1985.

71



VIANA, A. P.; PEREIRA, T. N. S,; PEREIRA, M. G.; SOUZA, M. M.; MALDONADO, J. F.
& AMARAL, A. T. Diversidade genética entre gendtipos comerciais de maracujazeiro amarelo
(Passiflora edulis f. flavicarpa Deg.) e entre espécies de Passiflora nativas determinadas por
marcadores RAPD. Revista Brasileira de Fruticultura 2:489-493. 2003.

VIEIRA, M.L.C.; OLIVEIRA, C.A.; MAYEDA, L.Y.; DORNELAS, M.C. & FUNGARO,

M.H.P. Estudo do cari6tipo e da variabilidade genética detectada por RAPD em espécies de
maracujazeiro (Passiflora L.). Brazilian Journal of Genetics 20(3) : 88. 1997. Suplemento.

72



CARACTERIZACAO GENETICA DE ESPECIES DE Passiflora POR
MARCADORES MOLECULARES DO TIPO “RESISTANCE GENE
ANALOGS’

RESUMO

A cultura do maracuja € afetada por diversos problemas fitossanitérios, os quais contribuem para
guebras de producdo e para a reducdo da vida Util dos plantios, podendo, em algumas SituacOes, até
inviabilizar seu cultivo. Resposta diferenciada de acessos de espécies de Passflora tem sdo
observada para diversos patdgenos, em especial ao nematdide de galhas. Neste trabal ho, buscou-se
avdiar a diversdade genética de oito espécies silvestres (P. setacea, P. nitida, P. serratodigitata,
P. caerulea, P. gibertii, P. odontophyla, P. edulis nativo, P. coccinea) e de um hibrido interespecifico
de Passiflora (P. setacea x P. coccinea), utilizando marcadores moleculares do tipo Resistance Gene
Analogs (RGAS). Foi feita a amplificagéo via PCR com sai's combinagdes de primers degenerados do
tipo “RGA” (2+Asl, S2+ARX, 2+As3, +LM637 e FI+tA2 e S2+R1). Veificonrse grande
diversdade no pefil detrofdretico de RGAS, com aidentificacdo de 99 amplicons, sendo detectados 96
polimorfismos entre, pdo menos, um par de acessos A andise de seqiiéncia de um dos anplicons
monomorficos mostrou que tais fragmentos possuem véaios motivos tipicos de genes de ressténcia,
confirmando a identidade desses marcadores dentro da classe de RGASs. Verificou se também varidve
dissmilaridade genética entre 0s acessos para 0 conjunto de marcadores RGAS obtidos no presente
trabaho. Esses dados indican a disponibilidade de marcadores moleculares do tipo RGA
potencidmente Uteis em sistemas de selegéo assidtida dentro de programas de melhoramento genético

voltados para resisténcia a doencas.

Paavras-chave: Passiflora, marcadores moleculares RGAS.
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GENETIC CHARACTERIZATION OF Passflora spp. USING RGAS
(RESISTANCE GENES ANALOGS) ASMOLECULAR MARKERS

ABSTRACT

The passion fruit culture has been affected by many phytossanitary problems. These problems
contributes for reduction of fruit yield and to swort culture life period, can make passion fruit
cultivation impossilble. Considering the different responses of Passiflora spp. For several
pathogens, specially for the root-knot nematode, this research had the intention to evaluate the
genetic diversity of eight wild species and one hybrid interspecific of Passiflora (P. setacea, P.
nitida, P. serratodigitata, P. caerulea, P. gibertii, P. odontophyla, P. edulis native, P. coccinea
e P. setacea. X P. coccinea), by using RGASs (“resistance gene analogs’) as molecular markers.
Amplification by PCR was used with six RGAs primer combinations (S2+Asl, S2+As2,
S2+As3, S2+LM637, F1+As2 and S2+R1). Ninety-nine amplicons were detected, 96
polymorphic and three monomorphycs. Variable genetic dissimilarity was observed among the
gpecies evaluated. These results indicate potential availabity of RGA molecular markers to

assist selection in the breeding programs towards resistance to plant diseases.

Key words: Passiflora, molecular markers RGAS.

74



| ntroducéao

A cultura do maracuja é afetada por diversos problemas fitossanitarios, os quais
contribuem para quebras de producéo e para a reducéo da vida Util dos plantios podendo, em
muitas situacoes, até inviabilizar seu cultivo. Por ser o centro de origem do maracuja, o Brasil
apresenta germoplasma cultivado e silvestre com grande diversidade genética, representando
rica fonte de aleos de interesse para os programas de melhoramento, que podem ser
transferidos via hibridacéo interespecifica e intra-especifica. Esse acervo genético pode servir
como base para o desenvolvimento de materiais superiores, principalmente com relagdo a
caracteres de interesse agronémico, incluindo resisténcia a pragas e patégenos (Bruckner,
1997). De fato, as espécies de maracuja nao-cultivadas tém contribuido para o melhoramento
genético por representarem fontes de resisténcia a doengas ou a pragas, maior longevidade,
melhor adaptacdo a condi¢cbes adversas, periodo de florescimento ampliado, maior
concentracdo de componentes quimicos de interesse para a industria farmacéutica e outras
potencialidades, quase todas, ainda vastamente inexploradas (Méeletti, 1999). Segundo Oliveira
& Ruggiero (1998), estudos detalhados de caracterizacdo da genética da resisténcia em
espécies cultivadas e slvestres sdo essenciais para auxiliar na efetiva utilizacdo do
germoplasma de Passiflora em programas de melhoramento genético e como a identificacdo de
materiais genéticos para uso como porta-enxertos resistentes a doencas.

Na ultima década, foi acancado grande progresso na caracterizacdo genética e
molecular de fatores de aviruléncia e viruléncia presentes nos genomas de diferentes
fitopatdgenos (Staskawicz et al., 2001). Foram também observados significativos avancos no
isolamento, clonagem, localizagdo gendmica, caracterizacdo da estrutura e demonstracéo ca

funcéo de diversos genes de resisténcia a doencas (Staskawicz et al., 1995; Bent, 1996; Baker

75



& Orlandi, 1997; Hammond-Kosack & Jones, 1997; Pan et al., 2000). A caracterizacdo
molecular detalhada das sequiéncias codificadoras de diversos genes de resisténcia clonados
indicou a presenca de diferentes dominios estruturais muito conservados, 0s quais incluem:
proteinas ricas em leucina (LRR), sitios de ligacdo a nucleotideos (NBS), estruturas complexas
de NBS-LRR e proteinas quinases (Staskawicz et al., 1995; Hammond-Kosack & Jones, 1997).

A partir da constatacdo da presenca de segmentos conservados, contendo sequéncias
similares dentro de um conjunto de genes bastante polimorficos, sugeriu-se entdo que essas
regiGes conservadas poderiam representar sitios de relevancia biol dgica relacionados a genes de
resisténcia e/ou regulacdo da expressdo fenotipica desses genes (Bent, 1996). Essa informacdo
permitiu 0 estabelecimento de nova classe de marcadores moleculares, buscando identificar
regibes gendmicas polimérficas associadas com fendtipos resistentes ou suscetiveis (Boiteux,
2000; Zhang et al., 2002). Esses marcadores tém sido denominados de Resistance Gene Analogs
(RGAS) e tém sido empregados como marcadores moleculares em diversas espécies vegetais
(Leister et al., 1996; Pan et al., 2000; Mohler et al., 2002, Zhang et al., 2002).

Em relagdo aresisténcia a doengas, vérios autores (Menezeset al., 1994; Oliveiraet al.,
1994a; Méeletti & Bruckner, 2001; Fischer, 2003) relataram espécies silvestres da Passiflora
como resistentes a morte precoce e a outras doencas causadas por patdgenos de solo. Portanto,
considerando que diferentes acessos de espécies de Passiflora apresentam resposta
diferenciada a diversos patdgenos e, em especial, a0 nematdide de galhas, o presente trabalho
buscou avaliar a diversidade genética de oito espécies silvestres e de um hibrido interespecifico
de Passiflora utilizando marcadores moleculares do tipo RGAs. Considerando que ndo ha
relatos de clonagem e ou isolamento de genes de resisténcia para o género Passiflora, o
presente trabal ho teve os seguintes objetivos. (1) avaliar a utilidade de uma colecéo de primers

degenerados do tipo RGA em gerar polimorfismos entre acessos de Passiflora, que apresentam
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resposta diferenciada para o nematéide das galhas (M. incognita e M. javanica); (2) avaiar a
utilizacdo de marcadores moleculares do tipo RGA em estudos de diversidade genética em
Passiflora; (3) caracterizar, através de clonagem e sequienciamento, alguns dos amplicons do

tipo RGA presentes em diferentes acessos de especies de Passiflora.



Material e M éodos

Realizou-se o presente trabalho no laboratorio de Melhoramento Vegetal e Andlise
Genbmica da Embrapa Hotalicas, Gama, DF, durante o periodo de novembro de 2005 a marco
de 2006. Folhas de oito espécies e um hibrido interespecifico de Passiflora, oriundo do banco
de germoplasma da Embrapa Cerrados (CPAC), foram coletadas e utilizadas para a realizacéo
do processo de extragdo de DNA, a partir do método de CTAB 2X, descrito por Saghai-Marrof
et al. (1984) modificado por Boiteux et al. (1999) e combinado com solventes organicos
(élcooal isoamilico e cloroférmio). Para o isolamento de RGAs foi utilizada uma estratégia de
amplificacdo via PCR heterélogo, com seis combinagdes de iniciadores de transcri¢do primers
(S2+Asl, S2+As2, S2+As3, S2+LM637 e F1+AS2 e S2 R1). Esses primers degenerados foram
desenhados para 0 motivo NBS (Nucleotide Binding Site) presentes em genes de resisténcia
(Leister et al., 1996; Pan et al., 2000).

Para a amplificacdo de DNA utilizou-se uma reacéo de 25m contendo: 20mM Tris-HCI
(pH 8,4), 50mM KCL, 1,2 mM de MgCh (50mM); 2mM de cada deoxinucleotideo trifosfato
(dNTPs), 20ng de DNA gendmico, 0,2 unidades da enzima Taq polimerase (Invitrogen) e 1,2nM
de cada primer. As amplificactes foram realizadas em placas de 96 pogos em um termaciclador
(GeneAmp® PCR System 9700), programado para um ciclo de 5 minutos a 95°C, seguido de 35
ciclos repetidos de: 30 segundos a 95°C (desnaturagdo), 1 minuto a 37°C (anelamento) com ramp
de 70% e 5 minutos a 72°C (extensio) e extensdo find de 10 minutos a 72°C. Os produtos das
reacOes de amplificacdo foram separados por eletroforese em gel de agarose na concentragdo de
1,2% em tampdo de TAE 1X, corados com brometo de etideo (10mg/ml) e fotografados sob

luz ultravioleta (302nm) em sistema de video Eagleye ™ (Stratagene®).

78



Os marcadores do tipo RGA gerados foram convertidos em uma matriz de dados
bin&rios, a partir da qual foram estimadas as distancias genéticas entre os diferentes acessos, com
base no complemento do coeficierte de similaridade de Nei & Li, utilizando-se o Programa
Genes (Cruz, 1997). A matriz de distancias genéticas foi utilizada para redizar a andise de
agrupamento, com o auxilio do Programa Statistic (Statsoft Inc., 1999), utilizando como critério
de agrupamento o método UPGMA. Com base na andise de agrupamento, diferentes grupos de
similaridade foram definidos de acordo com os nove gendtipos de Passiflora.

Ap6s a visuaizacso das bandas formadas a partir do sistema de video Eagleye®, foi
feita a purificacdo de DNA de algumas delas, e, posteriormente, foi feita clonagem dessas
seqiiéncias a partir da utilizagdo de um plasmideo como vetor (pGEM®-T), o qual passou a
conter 0s insertos (sequéncias das bandas purificadas) de interesse. A partir de entdo, foi feita
transformacdo bacteriana em Escherichia coli, a qual € competente para captar o DNA
exogeno de interesse (plasmideo com inserto). Foi feita entdo multiplicacdo dessas bactérias
transformadas (em meio LB; triptona, extrato de levedura e NaCl) para que se obtivesse
guantidade suficiente de material de interesse, possibilitando assm o0 seglenciamento
automatico do DNA de interesse (banda do gel 111 —Figura 7). Apoés o seqlenciamento foi feita
a comparacdo entre as sequéncias obtidas de nucleotideos, que foi posteriormente convertida
em sequéncias protéicas e sequéncias contidas no banco de genes NCBI (NCBI-National

Center for Biotecnology Information, 2006).
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Resultados

Os pares de primers utilizados revelaram um total de 99 marcadores, sendo trés deles
monomorficos, ou sgja, houve uma média de 16,5 marcadores por primer (Tabela 23). A
dissimilaridade genética entre as espécies avaliadas variou entre 0,4 (entre a espécie P. setacea
e o hibrido P. coccinea x P. setacea) e 0,889 (entre P. gibertii e o hibrido P. coccinea x P.
setacea) (Tabela24).

Avaliouse a correlacdo das distancias genéticas entre as nove espécies avaliadas a
partir de marcadores RAPD e do tipo RGAs e verificonse, a partir da utilizacdo do
Cosficientes de Correlagdo de Pearson do programa Genes, que houve correlagdo significativa
a 1% de probabilidade, pelo teste “t” entre as diferentes técnicas.

Quanto as sequiéncias obtidas, verificouse que houve compatibilidade entre as mesmas
e seguéncias de proteinas relacionadas a resisténcia a doencas para diversas culturas (feijéo,

s0ja, arroz, cana-de-aglcar e outros), ja contidas no banco de dados do NCBI, principalmente

regifes NBS-LRR (ANEXO).

Discussao

Apesar de ter havido a presenca de bandas monomorficas, prevaleceu em 96,96% o
polimorfismo, o que indica a grande diversidade genética das espécies avaliadas quanto a
marcadores do tipo RGAs, ou sga, temse, entdo, grande potencia em termos de
disponibilidade de material para programas de melhoramento voltados para resisténcia a
doencas. Trabalhos como de Mutlu et al. (2006) mostraram a importancia dos RGAs para a
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caracterizacéo de feijdo (Phaseolus vulgaris L.), quanto a genes candidatos voltados para a
resisténcia a doencgas. Vaencio (2005), a partir do estudo de caracterizacdo de diferentes acessos
de cebola, a partir da utilizacdo de marcadores RGAS, pode verificar a utilidade dessa técnica
para trabalhos de mapeamento genético. Cantanhéde (2004) verificou a eficiéncia da utilizacéo
de marcadores do tipo DR analogs, em relacdo a técnica de RAPD, quanto a deteccdo de
polimorfismos entre linhagens que possuem resposta diferenciada quanto a doencas causadas por
Fusarium spp. e Semphylium spp. em cebola. Tan et al.(2003) e Callins et al. (2001) também
verifivaram aimportancia de analise de presenca e sequenciamento de regides conservadas NBS,
0 que auxilia na caracterizacéo e manipulacdo de potenciais genes de resisténcia.

Portanto, dados gerados a partir da utilizagdo de marcadores do tipo RGAs s&o
valiosos para estudos mais detalhados de caracterizagcdo genética do maracujazeiro de
forma a agregar informagdo quanto a obtencdo de material resistente a doencas, em

especial ao nematdide de galhas.
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Tabela 27 — Primers do tipo RGAs (analogos de genes de resisténcia) utilizados para a
obtencdo dos marcadores moleculares e respectivos nimero de bardas polimorficas e
monomorficas de nove gendtipos de Passiflora spp.

Primers Sequéncia5® 3 N° de bandajN° de banda;
polimorficas monomor ficas
S2 + Asl GGIGGIGTIGGIAAIACIAC 20 0
CAACGCTAGTGGCAATCC

2+ A2 GGIGGIGTIGGIAAIACIAC 12 0
IAAIGCIAGIGGIAAICC

S2 + AS3 GGIGGIGTIGGIAAIACIAC 9 1
IAGIGCIAGIGGIAGICC

S2+ LM 637 GGIGGIGTIGGIAAIACIAC 17 1
ARIGCTARIGGIARICC

F1+As2 GGAATGGGIGGIGTIGGIAARAC 24 0
IAAIGCIIAGIGGIAAICC

S2+R1 GGIGGIGTIGGIAAIACIAC 14 1

YCTAGTTGTRAYDATDAYYYTRC
Total 96 3

Tabela 28 — Matriz de distancias entre nove acessos de Passiflora spp., baseada em 99
marcadores moleculares gerados com uso de primersdo tipo RGAs

Acessos andlisados| 1 2 3 4 5 6 7 8 9
1| P. setacea 0,000 0,750; 0,680 0,783 0,826 0,651 0,625| 0,400 | 0,538
2| P. nitida 0,750/ 0,000[ 0,672 0,625/ 0,813 0,714 0,722 | 0,821 | 0,529
3| P. serratodigitata 0,680[ 0,672 0,000, 0,627 0,729 0,737 0,655| 0,735| 0,771
4| P. caerulae 0,783 0,625/ 0,627| 0,000, 0,400 0,660, 0,543 | 0,778 | 0,579
5| P. gibertii 0,826/ 0,813 0,729 0,400[ 0,000 0,745 0,459 | 0,889 | 0,714
6| P. odontophylla 0,651| 0,714 0,737 0,660, 0,745 0,000, 0,500 | 0,606 | 0,613
7| P. edulis nativo 0,625 0,722 0,655 0,543 0,459 0,500, 0,000 | 0,679| 0,714
8| P. coc x P. set 0,400 0,821 0,735 0,778 0,889 0,606 0,679 | 0,000 | 0,556
9| P. coccinea 0,538 0,529 0,771 0,579 0,714| 0,613 0,714| 0,556 | 0,000
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Figura 6 — Andlise de agrupamento de nove acessos de Passiflora spp. com
base na matriz de disténcias genéticas calculadas, utilizando-se 99 marcadores

moleculares gerados com uso de primers RGAS.
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Figura 7 — Marcadores do tipo RGAs gerados. Espécies de
Passiflora avaliadas: 1 — P. setacea; 2 — P. nitida; 3 — P.
serratodigitata;, 4 — P. caerulea; 5 — P. gibertii; 6 — P.
odontophylla; 7 — P. edulis edulis nativo; 8 — P. coccinea X P.
setacea; 9 — P. coccinea. Primers utilizados: FS2Asl; 11-S2As2;
11-S2Lm637; IV-F1AS2; V-S2As3; VI-S2R1. A seta no gel Il
indica os amplicons utilizados para o seqlienciamento.



Conclusdes

A partir dos primers utilizados, foi detectada uma gama de amplicons poliformicos
em Passiflora spp.

Os amplicons seqlienciados mostraramse compativeis com sequiéncias relacionadas

aresisténeia de planta a doencas.
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ANEXO

Capitulo |

Tabela 1l — Valores percentuais de perda e de enraizamento de estacas de diferentes espécies e
acessos do género Passiflora

Espécie/gendtipo Acesso/Cadigo Ntétnero de Perda (%) Enraiﬁ}amento
CPAC acas (%)
CPACMJ11-01 234 72,64 31,67
P. serratodigitata
P. coccinea CPAC MJ08-02 240 62,5 47,13
P. setacea CPACMJ12-01 144 54,38 46,73
P. coccinea X P. setacea “Hibrido” 244 62,29 42,21
P. amethystina CPAC MJ13-01 144 9,72 93,00
P. nitida CPACMJ01-18 214 61,21 46,39
P. caerulea CPAC MJ 14-01 144 44,5 55,55
P. gibertii CPAC MJ22-01 144 36,15 63,88
P. odontophylla CPAC MJ09-01 144 938 6,25
Comercid 294 90,13 15,64
P. alata
Yellow Master FB 259 89,18 10,03
P. edulis
200
P. edulis Vermelhinho 219 81,27 21,91
P. edulis Redondéo 247 90,28 10,93




ANEXO

Capitulo 111

Produtos de sequenciamento dosamplicons obtidos a partir da utilizagdo do primer

S2L M 637

Amplicon 1 (Passiflora setacea):

GAATTCACTAGTGATTAGGGCTAGGGGGAGGCCGTTTGCATAAAGCGTAGCACGTTTAATAGCTCA
AGTATTCATCAGGGATGGCGCATATCGTCTGAAGGCATTTCGGTTAAAGAGTTAGAGGGAATGATC
ATACTCCATACTGTTCACTTCATATATATGCTCCACTCCATGTGCAATGAGCAACTGTTTATTTCTTG
TAGTTATGATGATTCTGCTTCCTACACCAAACCAGTCACAACTCTGGGTAAGATTTCCAGCTGTTCC
AAATTATCGACATCATCAAGAACTATGATACTTTGTTTGTGGCCACCTTTCCTTTACCATGTTTGAAC
CTCCATCATGGACACTTAGTTTCTTTCCATGAAAATTTGAAAAGAACTCTATCCTTACAGCAGCTAC
ACCATTTTTTCTAACTCTTCCTTTCACATCAGGAAGAAAGCATTTTCCTTCAAAACTACTAGAATCCC
GATCATATATAGCTGTACGATAGTCGTCTTCCCCACCCCCCCAATCAATTCCCGCGGCC

Regides gendmicas correspondentes as seqUéncias contidas no NCBI resultantes do

alinhamento com a sequiéncia acima obtida:

gi | 62361283 gb| AAX81320. 1| resistance protein PLTR [Arachis hypo 98.6 le-19
gi | 62361213| gb| AAX81285. 1| resistance protein PLTR [Arachis hypo 97.1 3e-19
gi | 28558777| gh] AAO45748. 1] MRGH5 [ Cucumi s nel 0] 87.8 2e-16
gi | 47499347| gb| AAT28431.1| potential resistance protein [Rosa ro 86.7 4e-16
gi | 47499349| gb| AAT28432. 1| potential resistance protein [Rosa ro 85.9 6e- 16
gi | 29892671| gb| AAP03074.1] NBS-LRR type R protein [Thinopyrumin 84.7 le-15
gi | 28371831| gb| AAC38214. 1] RCa2 [ Mani hot escul ent a] 84.3 2e-15
gi | 30088777| gb| AAP13546. 1| NBS-LRR type R protein [Triticuma... 83.2 4e-15
gi | 62361227| gb| AAX81292. 1| resistance protein PLTR [Arachis hypo 83.2 4e-15
gi | 62361128| gb| AAX81243. 1] resistance protein PLTR [Arachis hypo 82.8 5e-15
gi | 47499359| gb| AAT28437. 1] potential resistance protein [Rosa ro 82.4 7e-15
gi | 29892701| gb| AAP03077.1] NBS-LRR type R protein [Triticumaest 82.4 7e-15
gi | 1663551| gb| AAC49510. 1| di sease resi stance protein honol og 82.4 7e-15
gi | 29892692| gb| AAP03076.1] NBS-LRR type R protein [Triticuma... 82.0 9e-15
gi | 18033111| gb| AAL56987. 1| functional candidate resistance prote 82.0 9e-15
gi | 62361287| gb| AAX81322. 1| resistance protein PLTR [Arachis hypo 81.3 2e-14
gi | 46948258| gb| AAT07083. 1| resistance protein [Rosa roxburghii] 80.5 3e-14
gi | 22324566| gb| AAMB5614. 1] PR-protein [Capsi cum annuum 80.5 3e-14
gi | 62361237| gb| AAX81297. 1] resistance protein PLTR [Arachis hypo 80.5 3e-14
gi | 84620684| gb| ABC59491. 1] NBS-LRR di sease resistance-like pr... 80.5 3e-14
gi | 47499363| gb| AAT28439. 1| potential resistance protein [Rosa ro 80.1 de-14
gi | 37781356| gb| AAP44393. 1| nenmatode resistance-1ike protein [Sol 79.7 5e-14



Amplicon 2.1 (Passiflora nitida):

GAATTCACTAGTGATTAAGGCTAGGGGGAGGCCNGCACAATGTTTCGCCATATTGATGGAGTGCT
GCTCGAAACCTTCCTTGGGATGATCCTGTCCAAAGGCATGCCAACTCAGGAGTTCAAGTGATTTCT
CATATCCAATTCCTCCATTCTGAACACANCATCCACATCTTCGGACCTTAATGAACATTCATTTCTTG
TTGTTACAATGATTTCACTGCCTGGGCAGAACCATTCCTTGGATTGAACAATGGCATGAAATTGGTC
TAGGTCATCCACATCATCTAGAACAAGAAAAACCTTTCTGCAGACATACCATATCTTTGATTCTAAT
GATCCCTTCATGTACACTGTTTATCTTTTTTGCTTTCTTTCTCAAAAAATCTAAAAGAAGTTGCCT

Regides gendmicas correspondentes as seqUéncias contidas no NCBI resultantes do
alinhamento com a sequiéncia acima obtida:

gi | 84620688| gb| ABC59493. 1] NBS-LRR di sease resistance-like pr... 72.0 7e-12
gi | 73658512 enb| CAJ27120. 1] putative TIR-NBS-LRR resistance prot 68.9 6e-11
gi | 71363579| gb| AAZ30329. 1| di sease resistance-like protein [Popu 67.4 2e-10
gi | 46948256| gb| AAT07082. 1| resistance protein [Rosa roxburghii] 65.5 6e-10
gi | 28371834| gb| AAC38215. 1] RCa4 [ Mani hot escul ent a] 55.5 7e-07
gi | 73658510| enb| CAJ27119. 1] putative TIR-NBS-LRR resistance prot 55.5 7e-07
gi | 13509360| enb| CAC35379. 1] RGA4.26 protein [Linumusitatissinum 51.6 9e- 06
gi | 70727708| gb| AAZ07902. 1] NBS-LRR protein [|ponpea bat at as] 50. 8 2e-05
gi | 37654111 enb| CAD56824. 1| putative resistance gene anal ogue pr 50.4 2e-05
gi | 21745005| gb| AAM77243. 1| putative disease resistance gene a... 48.1 le-04
gi | 10178211| dbj | BAB11635.1] TMV resistance protein N [Arabidopsi 48.1 le-04
gi | 7107240| gb| AAF36334. 1| unknown [Cicer arietinunj 48. 1 le-04
gi | 82542037| gb| ABB82026. 1| Tl R-NBS di sease resistance-like prote 47.4 2e-04
gi | 37654107| enb| CAD56822. 1| putative resistance gene anal ogue pr 47.0 2e-04
gi | 7107236| gb| AAF36332. 1| unknown [Cicer arietinunj 46. 6 3e-04
gi | 7107266| gb| AAF36347. 1| unknown [ Caj anus caj an] 46. 2 4e-04
gi | 7107254| gb| AAF36341. 1| unknown [ Caj anus caj an] 46. 2 4e-04
gi | 28558778| gb| AAO45749. 1| MRGH63 [ Cucuni s nel 0] 45.8 5e- 04
gi | 21745015| gb| AAM77248. 1| putative di sease resistance gene a... 43.5 0. 003
gi | 37654089| enb| CAD56844. 1| putative resistance gene anal ogue pr 43.1 0. 003
gi | 19070485| gb| AAL83885. 1] NBS-2 [Cucum s el 0] 42.7 0. 004
gi | 1663549| gh| AAC49509. 1| di sease resistance protein honol og 42.7 0. 004
gi | 71363572| gb| AAZ30326. 1| di sease resistance-like protein [Popu 42.7 0. 004
gi | 71363566| gb| AAZ30324. 1| disease resistance-like protein [Popu 42.7 0. 004
gi | 49176592| gb| AAT52223. 1] Rghl18 [Cucum s nel 0] 42. 4 0. 006
gi | 22947652| gb| AANO8168. 1| putative citrus disease resistance... 42.4 0. 006
gi | 21744983| gb| AAMF7232. 1| putative di sease resistance gene a... 42.4 0. 006
gi | 37654091| enb| CAD56815. 1| putative resi stance gene anal ogue pr 42.4 0. 006
gi | 21745030| gb| AAM77255. 1| putative di sease resistance gene a... 42.0 0. 008
gi | 82542043| gb| ABB82029. 1| TI R-NBS di sease resistance-like prote 42.0 0. 008
gi | 8925783| gh| AAF81616. 1| resistance protein anal og [Phaseolus v 41.2 0.013
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Amplicon 3.1 (Passiflora serratogigitata):

CCTTTGCATTTTCTCGCAATTTTTCTTCCAGGTTCTTCCAAATATGCATAGACATCCGAATACAAGG
CATGTTTTGCAAATAGCAACCAGCAGTCATCTTCACTCAATTCTCTTAAACGATAAATTGGAACTGT
AAGCACCTTCGATACTACATTTTCATCTCGTGTTGTCACAAGGACCTTGCTTCCTCGTGCTGCAGAT
TTCAATGGTAGCAATAGAGAATCCAAAATAATATTATTCCAGACATCATCCAAAACAAGTAAAATCCT
TTCCCCGCTGACCTTCTTCTGTAGCTCAATTGCAAGCTCATTTGGTGACATGGAATCGATTTCCTTG
AGAATGCTGATTTCCTTGAGAATGCTCTTGGCTAGCTTCAGAACATCAAACTCTTCCGAAACGCATA
CCCATGCTCTGAGTTTATCAAACCTCTGCATCACTCGACTGTCTTTATAAACGAGTTGTGAAAGTGT
CGTCTTCCCCACCCCCCCAATCGAATTCCCGCGGCC

Regides gendmicas correspondentes as sequéncias contidas no NCBI
alinhamento com a sequiéncia acima obtida:

gi | 84620710| gb| ABC59502. 1
gi | 53680938| gb| AAUB9656. 1
gi | 40644878| enb| CAE46479. 1|
gi | 53680902 gb| AAUB9638. 1
gi | 15487949| gb| AAL01020. 1
gi | 15487955| gb| AAL01023. 1]
gi | 15487842 gb| AALO0971. 1
gi | 53680900| gb| AAUB9637. 1
gi | 62632825 gh| AAX89383. 1
gi | 7107262| gb| AAF36345. 1
gi | 62361159 gb| AAX81258. 1|
gi | 33357781| gh| AAQLE581. 1]
gi | 15487951 gb| AAL01021. 1
gi | 5817335 gb| AAD52711. 1
gi | 62632823 gh| AAX89382. 1
gi | 15487854| gb| AAL00977. 1]
gi | 44921729 gb| AAS49215. 1]
gi | 44921727| gb| AAS49214. 1

NBS- LRR di sease resistance-like pr...
resistance protein-like protein [Ponc
nucl eotide binding site leucine-r...
resistance protein-like protein [Ponc
NBS/ LRR resi stance protein-like prote
NBS/ LRR resi stance protein-like pr..
NBS/ LRR resi stance protein-like prote
resi stance protein-like protein [Ponc
NBS- LRR type di sease resistance prote
unknown [ Caj anus caj an]
resi stance protein PLTR [Arachis hypo
nbs-Irr resistance protein [ Saccharum
NBS/ LRR resi stance protein-like prote
putative NBS-LRR type di sease resis..
NBS- LRR type di sease resistance prote
NBS/ LRR resi stance protein-like prote
di sease resistance protein [@ycine m
di sease resistance protein [Gycine m

152
145
142
140
138
138
135
132
132
131
131
130
130
130
130
129
127
126

6e- 36
6e- 34
5e- 33
3e-32
7e-32
7e-32
5e-31
7e- 30
7e- 30
9e- 30
le-29
2e-29
2e-29
2e-29
2e-29
3e-29
2e-28
3e-28

resultantes do
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Amplicon 3.2 (Passiflora serratogigitata):

GCAGAGGTTTGATAAACTCAGAGCATGGGTATGCGTTTCGGAAGAGTTTGATGTTCTGAAGCTAGC
CAAGAGCATTCTCAAGGAAATCAGCATTCTCAAGGAAATCGATTCCATGTCACCAAATGAGCTTGC
AATTGAGCTACAGAAGAAGGTCAGCGGGGAAAGGATTTTACTTGTTTTGGATGATGTCTGGAATAA
TATTATTTTGGATTCTCTATTGCTACCATTGAAATCTGCAGCACGAGGAAGCAAGGTCCTTGTGACA
ACACGAGATGAAAATGTAGTATCGAAGGTGCTTACAGGTTCCAATTTATCGTTTAAGAGAATTGAGT
GAAGATGACTGCTGGTTGCTATTTGCAAAACATGCCTTGTATTCGGATGTCTATGCATATTTGGAAG
AACCTGGAAGAAAAATTGCGAGAAAATGCAAAGGCCTCCCCCCTAGCCCTAATCGAATTCCCGCG
GCCTTGGG

Regides gendmicas correspondentes as seqUéncias contidas no NCBI resultantes do
alinhamento com a sequiéncia acima obtida:

gi | 84620702| gb| ABC59499. 1| NBS-LRR di sease resistance-like pr... 98.2 9e- 20
gi | 84620647| gb| ABC59474. 1| NBS-LRR di sease resistance-like pr... 96.3 3e-19
gi | 84620722| gb| ABC59506. 1| NBS-LRR di sease resistance-like pr... 92.4 5e-18
gi | 53680908| gb| AAU89641. 1| resistance protein-like protein [Ponc 89.7 3e-17
gi | 53680902| gb| AAUB9638. 1| resistance protein-like protein [Ponc 89.7 3e-17
gi | 53680906]| gb| AAUB9640. 1| resistance protein-like protein [Ponc 88.6 7e-17
gi | 53680896]| gb| AAUB9635. 1| resistance protein-like protein [Ponc 87.0 2e-16
gi | 84620664| gb| ABC59482. 1| NBS-LRR di sease resistance-like pr... 87.0 2e-16
gi | 53680910| gb| AAU89642. 1| resistance protein-like protein [Ponc 86.3 4e-16
gi | 53680904| gb| AAUB9639. 1| resistance protein-like protein [Ponc 85.9 5e-16
gi | 53680938| gb| AAU89656. 1| resistance protein-like protein [Ponc 84.3 le- 15
gi | 53680916| gh| AAUB9645. 1| resistance protein-like protein [Ponc 84.0 2e-15
gi | 38045795| gb| AARO8868. 1| resistance protein candidate [Vitis r 84.0 2e-15
gi | 15487915| gb| AAL01004. 1] NBS/LRR resistance protein-like prote 84.0 2e-15
gi | 15487898| gb| AAL00997. 1] NBS/LRR resistance protein-like prote 84.0 2e-15
gi | 15487886| gb| AAL00991. 1| NBS/LRR resistance protein-like prote 84.0 2e-15
gi | 15487876| gb| AAL00986. 1] NBS/LRR resistance protein-like prote 84.0 2e-15
gi | 84620710| gb| ABC59502. 1| NBS-LRR di sease resi stance-|ike pr 83.6 2e-15
gi | 62361159| gb| AAX81258. 1| resistance protein PLTR [Arachis hypo 82.8 4e-15
gi | 84620712| gb|] ABC59503. 1] NBS-LRR di sease resistance-1ike pr. 82.8 4e-15
gi | 53680926| gb| AAU89650. 1| resistance protein-like protein [Ponc 82.4 5e- 15
gi | 53680900| gb| AAU89637. 1| resistance protein-like protein [Ponc 82.0 7e-15
gi | 40644895| enb| CAE46513. 1| nucl eotide binding site leucine-r... 82.0 7e-15
gi | 40644878| enb| CAE46479. 1| nucl eotide binding site leucine-r... 82.0 7e-15
gi | 53680912| gb| AAUB9643. 1| resistance protein-like protein [Ponc 79.7 3e-14
gi | 53680898| gb| AAUB9636. 1| resistance protein-like protein [Ponc 79.3 4e-14
gi | 44921729| gb| AAS49215. 1| di sease resistance protein [@ycine m 78.2 le-13
gi | 44921727| gb| AAS49214. 1| di sease resistance protein [Aycine m 77.8 le-13
gi | 3328063| gb| AAC26763. 1| putative resistance protein [Phaseolus 77.4 2e-13
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Amplicon 4.1 (Passiflora caerulea):

GGCGAGGCCTTTGCACTTCCTCACAATACTTCTTCCAATCCCTTCCAAGTCTCTATAGCATCGGGG
CTGCAACCATCGAAGGCAAGTTTCGAAAATAACAACCAGCAGTCATCTTCGCTCAATGCTTGCAAA
TGGTGACTTTGCACTGTAGACATGACTGAAGCGACACTTTCATTTCTTGTGGTTACAAGGACCTTAC
TTCCTCGCGCAACAGATGTCAGTGGTGCCAACAAAAGTTCCCAGTCAGCATATGTATCATTCCACT
CATCATCCAGAACAAGTAGAACCCTTTTGCCTTTTAGTTTCTGCTCTAGTTCAAGTTGAAGTTGATTT
AGCGACGTGGAATCACTGACAGATGACCCAATTTCCTTGAGAATAGTTGCAGTCAGCTTGGGAACA
TCAAACTCTTCAGACACACATACCCAAGCTCTGAGTTTGTCAAATCTCTGCTTTACTCGACTGTCAT
TGTAAACGAGCTGTGCAAGGGTCGTCTTCCCCACCCCCCCAATCGAATTCCCGCGGCC

Regibes gendmicas correspordentes as sequéncias contidas no NCBI resultantes do
alinhamento com a sequiéncia acima obtida:

gi | 84620686| gb| ABC59492. 1| NBS-LRR di sease resistance-like pr... 174 2e-42
gi | 84620702| gb| ABC59499. 1| NBS-LRR di sease resistance-like pr... 172 de-42
gi | 84620647| gb| ABC59474. 1| NBS-LRR di sease resistance-like pr... 171 2e-41
gi | 84620722| gb| ABC59506. 1| NBS-LRR di sease resistance-like pr... 168 le-40
gi | 40644878| enb| CAE46479. 1] nucl eotide binding site leucine-r... 162 5e- 39
gi | 84620664 gb| ABC59482. 1] NBS-LRR di sease resistance-like pr... 160 2e-38
gi | 84620712| gb| ABC59503. 1] NBS-LRR di sease resistance-like pr... 157 2e-37
gi | 84620710| gb| ABC59502. 1| NBS-LRR di sease resi stance-like pr... 155 7e-37
gi | 40644895| enb| CAE46513. 1] nucl eotide binding site | eucine-r.. 150 2e-35

gi | 15487915| gb| AAL01004. 1] NBS/LRR resistance protein-Ilike prote 142 6e- 33
gi | 62361120| gb] AAX81239. 1| resistance protein PLTR [Arachis hypo 142 7e-33
gi | 15487876| gb| AAL0O0986. 1| NBS/LRR resistance protein-like prote 140 2e-32
gi | 62632823| gb| AAX89382. 1| NBS-LRR type di sease resi stance prote 140 3e-32
gi | 53680916]| gb| AAUB9645. 1| resistance protein-like protein [Ponc 139 4e- 32
gi | 15487898| gb| AAL00997. 1] NBS/LRR resistance protein-like prote 139 de-32
gi | 15487886| gb| AAL00991. 1| NBS/LRR resistance protein-like prote 139 de-32
gi | 53680908| gb| AAUB9641. 1| resistance protein-like protein [Ponc 138 le-31
gi | 53680902| gb| AAU89638. 1| resistance protein-like protein [Ponc 138 le-31
gi | 53680900| gb| AAUB9637. 1| resistance protein-like protein [Ponc 137 le-31
gi | 33357781| gb| AAQL6581. 1| nbs-Irr resistance protein [Saccharum 137 2e-31
gi | 44921727| gb| AAS49214. 1| disease resistance protein [Aycine m 137 2e-31
gi | 13111697| gb| AAC15224. 2| putative resistance protein KNBS4 [d 136 3e-31
gi | 15487894| gb| AAL00995. 1| NBS/LRR resistance protein-like prote 136 4e-31
gi | 53680906]| gb| AAUB9640. 1| resistance protein-like protein [Ponc 135 5e-31
gi | 53680938| gh| AAUB9656. 1| resi stance protein-like protein [Ponc 134 le-30
gi | 62361159| gb| AAX81258. 1| resistance protein PLTR [Arachis hypo 134 le-30
gi | 44921725| gb| AAS49213. 1| di sease resistance protein [Aycine m 133 3e-30
gi | 38373629| gb| AAR19099. 1] NBS-LRR type di sease resi stance prote 133 3e-30
gi | 22652532| gb| AAN03742. 1] NBS-LRR-like protein [Oryza sativa (] 131 le-29



Amplicon 4.2 (Pasiflora caerulea):

GCGAATTCACTAGTGATTAGGGCTAGGGGGAGGCCTTTGCATTTTTTCACAATTTGTCTTCCAGGT
TCTTCTAAATACGAATAGTCATCCGAATACAAGGCATGTTTTGCAAATAACAACCAGCAGTCATCAT
CACTCAATTCTCTTAAACGATAAATTGGAACTGTGGCCATTACCAATGCTACCTTGTCCTGTCGTGT
TGTAACCAGGACCTTACTTCCTTGTGCTGCAGATCTCAACGGCATCAATAGAAATTCCCAGTCACG
ATACTTATCATTCCAGACATCATCCAATACAAGCAAAATCCTTTTTCCTCCTATTTCCTTCTCTAGCT
GAAGTTGAAGTGCGTTTGGCGACATGGAATCACACTCAGAAAAACCAATTTCCTTGAGAATATTCTT
TGTTATCTTGAGAACATCAAACTCTTCCGAAACGCATACCCATGCTCTGAGTTTATCAAACCTCTGC
TCCACTCGACTATCTTTATAAACGAGTTGTGAAAGTGTCGTCTTCCCCACCCCCCCAATCGAATTCC
CGCGGCC

Regides gendmicas correspondentes as sequéncias contidas no NCBI resultantes do
alinhamento com a sequiéncia acima obtida:

gi | 84620686| gb| ABC59492. 1| NBS-LRR di sease resistance-like pr... 203 3e-51
gi | 84620647| gb| ABC59474. 1] NBS-LRR di sease resistance-like pr... 202 4e-51
gi | 53680926| gh| AAUB9650. 1| resistance protein-like protein [Ponc 176 3e-43
gi | 53680916]| gb| AAUB9645. 1| resistance protein-like protein [Ponc 175 9e-43
gi | 40644895| enb| CAE46513. 1| nucl eotide binding site leucine-r... 175 9e-43
gi | 53680908| gb| AAU89641. 1| resistance protein-like protein [Ponc 174 2e-42
gi | 53680902| gb| AAUB9638. 1| resistance protein-like protein [Ponc 174 2e-42
gi | 15487915| gb| AAL01004. 1] NBS/LRR resistance protein-like prote 173 3e-42
gi | 15487949| gb| AAL01020. 1] NBS/LRR resi stance protein-like prote 173 3e-42
gi | 15487955| gb| AAL01023. 1| NBS/LRR resistance protein-like pr... 173 3e-42
gi | 15487876| gb| AAL00986. 1| NBS/LRR resistance protein-like prote 173 3e-42
gi | 53680900| gb| AAUB9637. 1| resistance protein-like protein [Ponc 172 de-42
gi | 15487898| gb| AAL00997. 1] NBS/LRR resistance protein-like prote 172 T7e-42
gi | 15487886| gb| AALO0991. 1] NBS/LRR resistance protein-like prote 172 7e-42
gi | 53680904| gb| AAU89639. 1| resistance protein-like protein [ Ponc 171 le-41
gi | 53680898| gb| AAUB9636. 1| resistance protein-like protein [Ponc 171 le-41
gi | 15487871| gb| AAL00984. 1] NBS/LRR resistance protein-like prote 170 2e-41
gi | 15487842| gb| AAL00971. 1] NBS/LRR resistance protein-like prote 169 5e-41
gi | 53680896]| gb| AAUB9635. 1| resistance protein-like protein [Ponc 169 6e-41
gi | 15487844| gb| AAL00972. 1] NBS/LRR resistance protein-like prote 169 6e-41
gi | 15487919| gb| AAL01006. 1] NBS/LRR resistance protein-like prote 168 le-40
gi | 40644878| enb| CAE46479. 1| nucl eotide binding site leucine-r... 168 le-40
gi | 62361120| gb] AAX81239. 1| resistance protein PLTR [Arachis hypo 167 2e-40
gi | 53680906]| gb| AAUB9640. 1| resistance protein-like protein [Ponc 166 5e-40
gi | 44921727| gb| AAS49214. 1| di sease resistance protein [@ycine m 165 7e-40
gi | 33357781| gb| AAQL6581. 1| nbs-Irr resistance protein [Saccharum 162 8e-39



Amplicon 6.1 (Passiflora odontophylla):

GCCTTTGCATTTTCTCACAATTTGTCTTCCAGGTTCTTCCAAATATGCATATTCATCCGAATACAAGG
CATGTTTTGCAAATAATGACCAGCAGTCATCTTCACTCAATTCCCTTAAATGATAACTTGGAACTGT
AGACACCTCTAATACTACCCTTTCCTCTCGTGTTGTCACAAGGACCTTGCTTCCTTGTGCTGTAATT
TCAATGGTATCAATAGAGAATCCCACTTAATAGTATTCCAAACATCATCCAAAACAAATAAAATCCTT
TCCCCTCTGACCTTCTCCTCAAGCTCAATTGCGAGCGCATTTGGTGACTTGGAATCACAATCACGA
GAACCGATTTCCTTGAGAATGCTCTTGATTAGTTTCAGAACATCAAGCTCTTCTGAAACACATACCC
ATACTCTGAGTTTATCAAACGTGTGCTTCACCCGACTGTCTTTATAAACGAGTTGTGAAAGTGTCGT
CTTCCCCACCCCCCCAATCGAATTCCCGCGGCC

Regides gendmicas correspondentes as sequéncias contidas
alinhamento com a sequiéncia acima obtida:

gi | 84620686| gh| ABC59492.
gi | 15487915| gb| AAL01004
gi | 84620647| gb| ABC59474.
gi | 15487876 gb| AAL00986
gi | 84620702 gh| ABC59499.
gi | 15487919 gb| AAL01006
gi | 84620664 gb| ABC59482.
gi | 15487967 gb| AAL01029
gi | 84620722 gh| ABC59506.
gi | 77641433| gb| ABB00559.
gi | 77641393| gb| ABBO0541.
gi | 15487951 gb| AAL01021

gi | 40644878 enb| CAE46479. 1|

gi | 15487844| gb| AALO0972.
gi | 62361159 gb| AAX81258.
gi | 48210046| gb| AAT40545.
gi | 77641140| gb| ABB00431.
gi | 77641117| gb| ABB00421.
gi | 77641108| gb| ABB00417.

1|
1|
1
1
1
1

NBS- LRR
NBS/ LRR
NBS- LRR
NBS/ LRR
NBS- LRR
NBS/ LRR
NBS- LRR
NBS/ LRR
NBS- LRR

di sease resistance-like
resi stance protein-like
di sease resistance-Ilike
resi stance protein-like
di sease resistance-Ilike
resi stance protein-like
di sease resistance-like
resi stance protein-like
di sease resistance-like

2 [Nicotiana tabacuni
2 [Nicotiana tabacuni
NBS/ LRR resi stance protein-like prote
nucl eotide binding site leucine-r...
NBS/ LRR resi stance protein-like prote
resi stance protein PLTR [Arachis hypo

putative plant disease resistant

| 2 [ Sol anum nel ongena]
| 2 [ Capsi cum annuuni
| 2 [ Capsi cum annuuni

no NCBI
pr... 103
prote 103
pr... 102
prote 101
pr... 101
prote 94.0
pr... 93.6
prote 92.8
pr... 92.8
92.0
92.0
91.7
91.7
91.3
91.3
prot 90.9
90.9
90.1
90.1

resultantes do

3e-21
3e-21
6e-21
le-20
le-20
2e-18
3e-18
5e-18
5e-18
8e-18
8e- 18
le-17
le-17
le-17
le-17
2e-17
2e-17
3e-17
3e- 17



Amplicon 7.2 (Passiflora edulisnativo):

AGTGATTAGGGCTAGGGGGAGGCCTGCCATGTTCACCATTTGATGGAGTGCTCCTCGAAACCTGT
CCTATGGCGATGATCCTGTCCGAAGGCATGCAACTCAGGAGTTGAAGTGATTTCTCATCATCCAAT
TCCTCCATTCTGAAGCGCTTCCACATCCTTCGGACCTTAATGAACCGTCTTTTCTTGTTGTTACTAT
GATTTTACGTTTGGACAAACCATTCCTTGATTGAACAAAGGCATGAAATTGGTCCAATCATCAACAT
CATCAACAACAAGAAGGACCTTTCTGCACATACCATATCATTTGATTCTATGATCCCTTCGTGTAAC
TGTTTATCTTTTCTGCTTTGCTTCTCCAAAGATCAAAGAAACTGCCTTTGCAAAACCAAGCATTGGTT
GCTTTGAAACTTCTCTAACATCATGCGATAAAGCTTCTTCCTTCAAAGTTGTTCAAGTTCATATGAAA
AGCAATTTTCAATGTCGTCTTCCCCACCTCCCATCGAATTCGCGGCCGCCATGGGGCGGTAGCAT
GCAATTCCGCCAATTCGCCCTATATGAGTCGTATACATCATGACGTCGTTTTACGACGA

Regides gendmicas correspondentes as sequéncias contidas no NCBI resultantes do
alinhamento com a sequiéncia acima obtida:

gi | 28371834| gb| AAC38215. 1] RCa4 [ Mani hot escul ent a] 45. 4 0. 001
gi | 84620688| gb| ABC59493. 1| NBS-LRR di sease resistance-like pr... 40.0 0. 054
gi | 71363579| gb| AAZ30329. 1| disease resistance-like protein [Popu 38.9 0.12
gi | 87136912| gb| ABD27654. 1| pepti dase M48, Ste24p [Novosphingo... 32.7 8.6
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Amplicon 9.2 (Pasiflora coccinea):

CTTTGAAGGAAAATGCTTTCTTCTTCATGTGAAAGAAAGCGTTAGAAAAGATCGGTGTAGCTGCTGT
AAGGAAAGAGCTTCTTTCTCAAATTTTCATGGAAAGAAACCTGAGTGTCCAGGTTCAAATATGGTAA
AGGAAAGGCTGCGCCACAAACGAAGTATCATAGTTCTTGATGATGTCGATAATTTGGAACAGCTGG
AAATCTTAGCCCAGAGTTGTGACTGGTTTGGTGTAGGAAGCAGAATCATCATAACTACAAGAAATA
AACAGTTGCTCATTGCACATGGAGTGGAGCATATATATAAAGTGAACAGTCTAGAGTATGATCATTC
TCTCCAACTCTTTAACCAAAATGCCTTCAGACGAAGCGCCATCCCTCATGAATACTCTGAGCTATCA
AAACGTGCTACGCTTTTATGCAAATGGCCCTCCCCCTAGCCTTAATCGAATTCCCGCGGCC

Regides gendmicas correspondentes as seqUéncias contidas no NCBI resultantes do
alinhamento com a sequiéncia acima obtida:

gi | 47499349| gb| AAT28432. 1] potential resistance protein [Rosa ro 112 3e-24
gi | 62361213| gb] AAX81285. 1] resistance protein PLTR [Arachis hypo 112 6e-24
gi | 47499351| gb| AAT28433. 1| potential resistance protein [Rosa ro 111 8e-24
gi | 51477390| gb| AAU04763. 1] MRGH8 [Cucunis nel o] 111 le- 23
gi | 73658524| enb| CAJ27126. 1] putative TIR-NBS- LRR resistance prot 110 2e-23
gi | 62361233| gb| AAX81295. 1| resistance protein PLTR [Arachis hypo 108 6e-23

gi | 84620678| gb| ABC59488. 1| NBS-LRR di sease resistance-like pr... 108 6e-23
gi | 28371831| gb| AAC38214. 1] RCa2 [ Mani hot escul ent a] 108 8e-23
gi | 28558777| gb] AAD4A5748. 1] MRGH5 [Cucumi s el 0] 107 2e-22

gi | 73658506| emb| CAJ27118. 1| putative TIR-NBS- LRR resistance prot 107 2e-22
gi | 62361193| gb| AAX81275. 1] resistance protein PLTR [Arachis hypo 106 3e-22
gi | 73658518| enb| CAJ27123. 1] putative TIR-NBS-LRR resistance prot 105 4e-22
gi | 62361267| gb| AAX81312. 1| resistance protein PLTR [Arachis hypo 105 4e-22
gi | 22324566| gb| AAMB5614. 1] PR-protein [ Capsi cum annuunj 105 5e-22
gi | 11761674| gb| AAG40138. 1| di sease resistance-like protein [Bras 105 5e-22
gi | 47499355| gb| AAT28435. 1] potential resistance protein [Rosa ro 105 7e-22
gi | 37781360| gb| AAP44394. 1] nenmatode resi stance-1ike protein [ Sol 103 2e-21
gi | 37781280| gb| AAP44392. 1| nemat ode resi stance-1ike protein [ Sol 101 le-20



