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RESUMO

CARVALHO, Beatriz Murizini; D.Sc.; Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro; Fevereiro de 2020; Perfil protedbmico, epidemioldgico e genético do
patossistema Passiflora sp. x cowpea aphid-borne mosaic virus. Orientador: Prof.
Alexandre Pio Viana.

O programa de melhoramento genético do maracujazeiro da Universidade Estadual
do Norte Fluminense Darcy Ribeiro esta desenvolvendo cultivares com diferentes
niveis de resisténcia a virose do endurecimento dos frutos, causada pelo cowpea
aphid-borne mosaic virus (CABMV), por meio de retrocruzamentos interespecificos.
Plantas infectadas apresentam sintomas de mosaico, bolhas e deformacéo foliar,
diminuindo o tamanho e deformando a planta e frutos, com consequente reducao
do numero, da qualidade e do seu valor comercial, tornando-a um fator limitante
para a cultura. Portanto, estudos que mostrem como ocorre a patogénese, tanto
em nivel molecular, quanto fenotipico, e descrevam a resisténcia em populacfes
segregantes, caracterizando esses individuos, sao necessarios para um melhor
entendimento do patossistema. Neste sentido, o presente trabalho objetivou: (i)
identificar proteinas responsivas, diferencialmente abundantes, de trés populacdes
de maracujazeiros, inoculadas com o CABMV em compara¢do com o controle, a
fim de fornecer informacdes sobre a base molecular da interacéo entre planta e o
patégeno, e; (ii) descrever a patogénese e avaliar a resisténcia no patossistema
Passiflora sp. e 0 CABMV em diferentes geracdes segregantes, visando a obtencao
de informacdes sobre como cada geracéo responde a patogénese e quanto a sua
resisténcia. Para o estudo da proteémica foram utilizadas as popula¢fes do hibrido
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interespecifico e seus parentais, Passiflora edulis e P. setacea. As plantas das trés
populagBes foram inoculadas e, 72 horas apés a inoculacdo, foram coletadas as
folnas mais novas, para seguir os procedimentos de extracdo e analise das
proteinas. O ensaio foi conduzido com 30 plantas de cada populacdo. O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com trés repeticoes,
sendo a unidade experimental composta por 10 plantas em bulk. Das mais de 500
proteinas identificadas nas folhas de maracujazeiro, 100, 290 e 96 foram
diferencialmente abundantes para o hibrido, P. edulis e P. setacea,
respectivamente, em resposta ao CABMV. No hibrido interespecifico, 41% das
proteinas foram down-reguladas e 59% foram up-reguladas, em compara¢ao ao
controle. Este resultado foi similar ao encontrado para o parental P. setacea, em
gue 39% das proteinas foram down-reguladas. Ja o parental P. edulis seguiu um
perfil distinto, em que 82% das proteinas foram down-reguladas e somente 18%
foram up-reguladas, em comparacao ao controle. Sugere-se que o CABMV suprime
a sintese de proteinas na espécie suscetivel, o que pode ter funcdo chave na
resposta de defesa da planta. Mesmo respondendo a infeccéao, o P. edulis nao foi
capaz de conter o estabelecimento da doenca. Os resultados sugerem que a
doenca se manifesta por uma falha no sistema de sinalizacdo da espécie
suscetivel, que mesmo ativando algumas rotas de resposta, estas ndo séo
eficientes no controle da doenca. Para o estudo genético e descri¢cao da resisténcia
ao CABMV, foram utilizadas diferentes geracfes de cruzamento, sendo elas: o
hibrido interespecifico e os retrocruzamentos RC1.1 e RC12, e 0s parentais P. edulis
e P. setacea. As plantas foram inoculadas em casa de vegetacao, e foi avaliada a
severidade da doenca em todos os individuos. Essas observacdes foram utilizadas
para calcular a area abaixo da curva de progresso da doenca e, a partir desses
valores, foram estimados os componentes de variancia para as populacdes em
estudo. Foi realizada a analise dos componentes principais, por meio do método
grafico, GGE biplot. A confirmacéo da resisténcia ao CABMYV foi realizada por meio
de PTA-ELISA. Foi observada grande variabilidade genética entre os individuos de
cada geracdo quanto a resisténcia ao CABMV, tendo sido encontradas desde
plantas assintomaticas, até plantas expressando sintomas severos da doenca. Pelo
GGE biplot, pdde-se observar a formacdo de quatro grupos quanto a resisténcia,
indicando que as cinco popula¢fes estudadas apresentaram severidades maximas

para cada nivel da escala de notas. P. edulis, a geracdo H: e a RCy, foram as
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primeiras populagcdes a expressar os sintomas da virose, e em pouco tempo
atingiram a severidade maxima. Ja P. setacea e a geracdo RCi> demoraram o
dobro do tempo para expressar 0s sintomas, confirmando o0s niveis de
suscetibilidade e resisténcia dessas populacdes. Individuos da geracdo RCi»
podem ser inseridos como escolha para compor a lista dos futuros genitores do
programa de melhoramento genético do maracujazeiro visando a resisténcia ao
CABMV.

Palavras-chave: Interacdo planta-patdgeno; Protebmica gel-free; virose do
endurecimento dos frutos; P. edulis; P. setacea.
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ABSTRACT

CARVALHO, Beatriz Murizini; D.Sc.; Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro; February 2020. Proteomic, epidemiological and genetic profile of the
Passiflora sp. x cowpea aphid-borne mosaic virus pathosystem. Advisor: Prof.
Alexandre Pio Viana.

The passion fruit breeding program of the Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro is developing cultivars with different resistance levels to
the fruit hardening virus, caused by the cowpea aphid-borne mosaic virus (CABMV),
through interspecific backcrosses. Infected plants show symptoms of mosaic,
bubbles and leaf deformation, decreasing the size and deforming the plant and
fruits, with a consequent reduction in the number, quality and commercial value,
becoming it a limiting factor for the crop. Therefore, studies that show how
pathogenesis occurs, at the molecular and phenotypic levels, and describe
resistance in segregating populations, characterizing these individuals, are
necessary for a better understanding of the pathosystem. In this sense, the present
work aimed to: (i) identify responsive proteins, differentially abundant, from three
populations of passion fruit, inoculated with CABMV compared to the control, to
provide information on the molecular basis of the interaction between the plant and
the pathogen, and; (ii) describe the pathogenesis and evaluate the resistance in the
Passiflora sp. and CABMV in different segregating generations, in order to obtain
information on how each generation responds to pathogenesis and on its resistance.

For the study of proteomics, populations of the interspecific hybrid and their parents,
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Passiflora edulis and P. setacea were used. The plants of the three populations
were inoculated and, 72 hours after inoculation, the youngest leaves were collected,
to follow the procedures of extraction and analysis of proteins. The trial was
conducted with 30 plants from each population. The experimental design was
completely randomized, with three replications, with the experimental unit consisting
of 10 plants in bulk. More than 500 proteins were identified in the passion fruit
leaves. From this total, 100, 290 and 96 were differentially abundant for the hybrid,
P. edulis and P. setacea, respectively, in response to CABMV. In the interspecific
hybrid, 41% of the proteins were down-regulated and 59% were up-regulated,
compared to the control. This result was similar to that found for the parental
P. setacea, in which 39% of the proteins were down-regulated. Parental P. edulis
followed a different profile, in which 82% of the proteins were down-regulated and
only 18% were up-regulated, compared to the control. It is suggested that CABMV
suppresses protein synthesis in the susceptible species, which may have a key role
in the plant's defense response, even responding to the infection, P. edulis was
unable to contain the onset of the disease. The results suggest that the disease is
manifested by a failure in the signaling system of the susceptible species, that even
activating some response routes, they are not efficient in controlling the disease.
For the genetic study and description of resistance to CABMV, different breeding
generations were used, namely: the interspecific hybrid and the RC1; and RCy.»
backcrosses, and the parental P. edulis and P. setacea. The plants were inoculated
in a greenhouse, and the disease severity was evaluated in all individuals. These
observations were used to calculate the area under the disease progress curve.
From these values, the components of variance were estimated for the populations
under study. The principal component analysis was performed using the GGE biplot
graphic method. Confirmation of resistance to CABMV was performed using PTA-
ELISA. High genetic variability was observed between individuals of each
generation regarding resistance to CABMV, having been found from asymptomatic
plants, to plants expressing severe symptoms of the disease. Through the GGE
biplot, it was possible to observe the formation of four groups regarding resistance,
indicating that the five populations studied had maximum severities for each level of
the scale of grades. P. edulis, generation H; and RCy 1, were the first populations to
express the symptoms of the virus, and in a short time, they reached maximum

severity. P. setacea and the RC1> generation took twice as long to express the
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symptoms, confirming the levels of susceptibility and resistance of these
populations. Individuals of the RC1. generation can be entered as a choice to
compose the list of future parents of the passion fruit breeding program aiming at
resistance to CABMV.

Keywords: Plant-pathogen interaction; Gel-free proteomics; Passionfruit woodiness
disease; P. edulis; P. setacea.

Xiv



1. INTRODUCAO

O maracujazeiro-azedo (Passiflora edulis Sims) € uma espécie amplamente
cultivada no Brasil, e em alguns paises de clima tropical, devido a qualidade dos
seus frutos, vigor, produtividade e rendimento em suco que essa espécie
proporciona. Seus frutos sdo comercializados tanto in natura, quanto para a
industria de sucos concentrados (Meletti, 2011).

Essa espécie tem um grande potencial produtivo, podendo chegar a mais de
40 t/ha, porém, a produtividade média alcancada nos pomares brasileiros foi de
14,2 t/ha nos ultimos 10 anos (IBGE, 2020). Vérios fatores podem diminuir a
produtividade dessa fruteira no campo, como necessidade de insetos polinizadores,
tratos culturais ndo adequados e principalmente a incidéncia de doencas (Bruckner
et al., 2002; Cerqueira-Silva et al., 2014).

Dentre as doencas que ocorrem no maracujazeiro, a mais importante é a
virose do endurecimento dos frutos, causada pelo cowpea aphid-borne mosaic virus
(CABMV), sendo considerada um fator limitante para a cultura. Esta virose acomete
a planta inteira, causando sintomas de mosaico, bolhas e deformacédo foliar,
diminuindo o tamanho e deformando a planta e, principalmente, os frutos, com
consequente reducdo do numero, da qualidade e do seu valor comercial
(Nascimento et al., 2006; Rezende, 2006).

O Brasil, por ser o centro de origem da espécie P. edulis, apresenta grande
diversidade no género Passiflora sp., ampliando as possibilidades na busca por
resisténcia a essa doenca. Dentro da espécie P. edulis existe pouca variabilidade

guanto a resisténcia, pois a base genética do maracujazeiro-azedo € estreita,



mesmo ela sendo uma espécie alégama (Bruckner et al., 2002; Cerqueira-Silva et
al., 2008).

Dessa forma, os melhoristas recorrem as espécies silvestres, pois estas
podem contribuir para aumentar o grau de resisténcia das cultivares comerciais por
meio de hibridagcBes interespecificas, sendo essa uma das alternativas para
controlar a doenca (Fonseca et al., 2009; Santos et al., 2015a; Freitas et al., 2015).

A espécie P. setacea é conhecida por apresentar resisténcia ao CABMV e,
por esse motivo, o grupo de pesquisa de melhoramento genético do maracujazeiro
da UENF, visando resisténcia a virose, recorreu a essa espécie para iniciar o
programa de melhoramento por meio da introgressdo de genes. Apesar dos
esforcos, ainda ndo existe uma cultivar registrada de maracujazeiro-azedo
resistente ao CABMV.

A selecado de gendtipos resistentes € uma opcao viavel e atraente, visto que
proporciona diminuicdo e/ou atraso da epidemia no campo. Nesse sentido, é
necessaria a exploracéo, a caracterizacdo e o manuseio da variabilidade genética
disponivel dentro de um programa de melhoramento, o que requer a avaliagcédo do
germoplasma, caracterizando as respostas de diferentes gendétipos para essa
doenca.

Dentre as indicacbes para 0 estudo de um patossistema, analises
moleculares da patogénese sao importantes, pois pouco se sabe sobre o
entendimento da ativacdo ou inibicdo dos mecanismos naturais (bioquimicos,
genéticos e moleculares) de defesa das plantas. Esses mecanismos podem ajudar
a compreender melhor a interacdo planta-virus (Romeiro, 2008; Munhoz et al.,
2015).

Uma das opc¢les a ser adotada na compreensao destes mecanismos € 0
estudo sobre a prote6bmica na interacdo planta-patdogeno. Esses estudos podem
fornecer, por exemplo, informagdes sobre a variabilidade genética que é
efetivamente expressa no genoma (Quirino et al., 2010; Eldakak et al., 2013),
resultando em novas possibilidades a serem alcancadas no desenvolvimento de
plantas mais resistentes e produtivas.

Essa variabilidade genética existente pode ser avaliada também em nivel
fenotipico. O estudo da epidemiologia da doenca se faz importante para
caracterizar as diferentes respostas de cada espécie ao CABMV, tracando e

descrevendo o progresso da doenca ao longo do tempo.



Para completar o estudo no ambito fenotipico, as andlises biométricas,
sobretudo as estimativas de parametros genéticos, sdo fundamentais para
conhecer a natureza da acédo dos genes envolvidos no controle de determinado
carater, permitindo conhecer a estrutura genética das populacdes e fornecendo
subsidios para definicdo das estratégias de selecdo. Além disso, as estimativas
permitem predizer o ganho genético com a selecado e planejar as estratégias de
melhoramento (Viana et al., 2004; Cruz e Carneiro, 2006).

A fim de associar os estudos em nivel molecular com os estudos
epidemioldgicos e biométricos, o presente trabalho teve como objetivo geral: tragar
o perfil protemico, epidemioldgico e genético do patossistema CABMV x Passiflora
sp. e como objetivos especificos: (i) identificar proteinas responsivas,
diferencialmente abundantes, em trés populacbes de maracujazeiro, o hibrido
interespecifico e seus parentais, P. edulis e P. setacea, inoculadas com o CABMV
em comparagdo com o controle, a fim de fornecer informacgdes sobre a base
molecular da interacdo entre planta e patogeno, e; (i) avaliar a resisténcia e
descrever a patogénese no patossistema Passiflora sp. e 0 CABMV, utilizando os
parentais contrastantes quanto a resisténcia e as populacdes segregantes oriundas
do cruzamento entre elas, sendo, o hibrido interespecifico, a geracdo de
retrocruzamento RCy1 (Hibrido interespecifico x P. edulis) e RCi2 (hibrido
interespecifico x P. setacea), visando a obtencéo de informacfes genéticas sobre

como cada geracao responde a patogénese e quanto a sua resisténcia.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 O género Passiflora e a cultura do maracujazeiro

O género Passiflora € considerado o mais representativo da familia
Passifloraceae, com cerca de 400 espécies, a maioria das quais tem como centro
de origem a Ameérica Tropical (Vanderplank, 2000). Este género possui uma grande
variabilidade genética, tanto inter, como intraespecifica, e grande parte dessa
variabilidade esta dispersa no territério brasileiro, com mais de 140 espécies nativas
do Brasil (Castro et al., 2011; Bernacci et al., 2015).

As plantas do género podem ser trepadeiras, herbaceas ou lenhosas,
podendo apresentar-se como ervas e arbustos de hastes cilindricas ou
guadrangulares (Vanderplank, 2000). Elas podem ser propagadas via sementes e
por estaquia, sendo o pomar seminifero o mais utilizado comercialmente, visto que
€ de facil execucdo e apresenta simplicidade de infraestrutura necessaria no
viveiro.

As flores apresentam simetria radial, tamanho, formas e coloracao
variadas. Sao classificadas como flores completas, ou seja, um Unico exemplar
apresenta tanto a parte feminina, quanto a masculina. O horério de abertura das
flores depende da espécie, e normalmente essa abertura se da em um Unico
periodo do dia. Os frutos do género sdo do tipo baga e apresentam uma grande

variagdo na sua morfologia, podendo ser globosos ou ovoides, com coloragao



amarela, vermelha ou roxa, indeiscentes ou em capsulas deiscentes (Vanderplank,
2000). Quanto as sementes, sao geralmente numerosas e apresentam grande
variagcao quanto ao tamanho (Meletti et al., 2003).

As espécies de maracujazeiro apresentam grande importancia econémica
devido as inlUmeras caracteristicas fisico-quimicas e farmacoterapéuticas de seus
produtos e subprodutos do processamento dos frutos, sementes, folhas e raizes.
Da parte aérea da planta, as folhas e as flores, extraem-se os farmacos, que sao
popularmente consumidos para o tratamento de ansiedade, insOnia e irritabilidade
(Nojoumi et al., 2016). O suco da fruta também possui valor medicinal, sendo fonte
de compostos antioxidantes, devido a presenca de polifendis, principalmente os
flavonoides (Zeraik et al., 2010). Além disso, suas propriedades tém sido estudadas
para o tratamento da diminuicdo da resisténcia a insulina em pacientes com
diabetes tipo 2 (de Queiroz et al., 2012) e alcoolismo crénico (Carlini et al., 2006).

Dentre os subprodutos do processamento do fruto, as cascas e sementes
podem ser utilizadas na alimentacdo, tanto humana, como animal. As cascas
possuem fibras solaveis (pectina), que séo benéficas aos seres humanos, além de
serem ricas em niacina, ferro, calcio e fosforo. Das sementes obtém-se Oleo,
altamente atraente para industrias cosméticas, devido ao seu alto teor de acidos
graxos raros (Zeraik et al., 2010; Espirito-Santo et al., 2013).

Algumas espécies de maracujazeiro possuem ainda um potencial para uso
ornamental, devido as suas belas flores, atrativas pelo seu tamanho, exuberancia

de cores e originalidade de formas (Melo et al., 2016).

2.1.1 Passiflora edulis

A espécie de maracujazeiro mais estudada e cultivada, dentro do género
Passiflora € a P. edulis Sims, popularmente conhecida como maracujazeiro-azedo.
Esta espécie apresenta grande qualidade dos seus frutos, vigor e produtividade
(Meletti, 2011).

A sua polinizacdo natural é dependente de insetos polinizadores, pois
apesar das flores desta espécie serem completas, sdo alégamas e
autoincompativeis (Bruckner et al., 1995). A polinizacao é realizada por abelhas de
grande porte, geralmente mamangavas-de-toco, do género Xylocopa ssp.
(Benevides et al., 2009). A abertura de suas flores se inicia ao meio-dia, mas ocorre

até o anoitecer, e o melhor horario para a polinizagdo é quando o estilete se



encontra totalmente curvado apOs a antese E importante que as flores recebam
uma quantidade apropriada de pélen durante a poliniza¢do, pois o numero de graos
de pdlen depositados esta correlacionado com a quantidade de sementes e o
conteado de suco do fruto, influenciando diretamente a produgdo (Akamine e
Girolami, 1959). As sementes séo classificadas como intermediarias e tolerantes a
perda de umidade, podendo ser preservada com viabilidade por até dois anos, em
ambientes adequados (Catunda et al., 2003; Oliveira et al., 2012).

No que diz respeito ao cultivo, os pomares de maracujazeiro-azedo
representam quase a totalidade de area cultivada por Passiflora ssp. no Brasil,
chegando a cerca de 95% da &rea plantada. A maior parte da producéo, por volta
de 60%, € destinada ao consumo in natura, e o restante, as industrias de
processamento, sendo o suco o principal produto. (Meletti e Bruckner, 2001; Meletti,
2011).

Apesar de ser uma cultura de grande importancia no cenario econémico do
Brasil, esta espécie € bastante suscetivel a pragas e doencas. Uma das doencas
mais incidentes na cultura é a virose do endurecimento dos frutos, que apresenta
um fator limitante para a cultura no campo, ja que acaba diminuindo a vida atil do
pomar, forcando os agricultores a renovarem seus pomares de maracujazeiro-
azedo regularmente.

A fim de contornar este problema, alguns grupos de pesquisa estdo se
firmando na linha de melhoramento voltados para a resisténcia genética a doencas,
e recorrendo a espécies silvestres para desenvolver uma cultivar de maracuja
resistente a esta virose (Fonseca et al., 2009; Monteiro-hara et al., 2011; Santos et
al., 2015a; Preisigke et al., 2020).

2.1.2 Passiflora setacea

A espécie Passiflora setacea DC., conhecida como maracuja-do-sono, €
uma espécie silvestre, que ocorre naturalmente nos biomas de Cerrado, Caatinga
e no Semiarido Norte-Mineiro do Brasil. Esta espécie ficou conhecida entre os
grupos de pesquisa de Passiflora spp. por apresentar resisténcia a virose do
endurecimento dos frutos, causada pelo cowpea aphid-borne mosaic virus
(CABMV) (Jungueira et al., 2005).

Assim como P. edulis, esta espécie é alégama e autoincompativel, apesar

de apresentar flores completas. Ela também apresenta também alto grau de



heterozigose. A abertura de suas flores ocorre no periodo noturno e, por isso, sua
polinizacéo esta sujeita a animais de habitos noturnos, como alguns himendpteros,
lepidépteros e/ou coledpteros, tendo como provaveis polinizadores mariposas e
morcegos (Duvick, 1967; Junqueira et al., 2005; Ferreira et al., 2016).

Os frutos do maracuja-do-sono apresentam um formato redondo-ovalado,
sdo menores em comparacao aos frutos do maracujazeiro-azedo, e apresentam
coloracdo verde-amarelada, com cinco listras longitudinais. Estas caracteristicas
sdo pouco desejaveis comercialmente, 0 que torna a sua comercializacdo quase
insignificante, ocorrendo apenas em feiras livres e durante poucos meses do ano
(Vieira et al., 2008; Ribeiro et al., 2014).

A espécie P. setacea apresenta dorméncia em suas sementes, porém esta
dorméncia pode ser superada, principalmente, pelo cultivo in vitro do embrido ou
ainda por tratamento com acido giberélico. Alguns trabalhos relatam que esta
espécie tem dificuldade de propagacédo, tanto por sementes como por estacas
herbaceas (Chaves et al., 2004; Santos et al., 2016).

Apesar da P. setacea apresentar caracteristicas pouco desejaveis para a
producdo em grande escala, ela passou a ser utilizada em programas de
melhoramento, para introgressao de genes de resisténcia, por meio de métodos de
melhoramento convencionais. Assim, esta espécie se tornou alvo de varios
estudos, cujo resultado foi que ela se tornou a primeira espécie silvestre de
maracujazeiro com cultivar registrada e protegida pelo Ministério da Agricultura,
mostrando boas perspectivas para seu uso em programas de melhoramento
(Fonseca et al., 2009; Costa et al., 2015; EMBRAPA, 2015; Santos et al., 2015a;
Preisigke et al., 2020).

2.2 Virose do endurecimento dos frutos: Etiologia, Sintomatologia e

Controle

A virose do endurecimento dos frutos € causada pelo cowpea aphid borne
mosaic virus (CABMV- Potyvirus, familia Potyviridae). Esta é a doenca mais

importante da cultura, se apresentando como um fator limitante para o cultivo do



maracujazeiro-azedo nas regides produtoras (Nascimento et al., 2006). Ela foi
originalmente descrita na Austrélia, causada pelo passion fruit woodiness virus
(PWV) e na década de 1970 ocorreram no Brasil, os primeiros relatos desta virose,
e 0s registros afirmam que ela estava afetando severamente a produtividade da
cultura (Taylor e Greber, 1973; Chagas et al., 1981).

Até aproximadamente meados da década de 1990, acreditava-se que o
agente causador desta virose no Brasil, fosse 0 mesmo reportado na Austrdlia,
porém, com o avan¢o das técnicas de diagndstico molecular, os isolados, que
anteriormente eram considerados como PWYV, foram identificados como CABMV.
As andlises filogenéticas das amostras de maracujazeiro, expressando sintomas
da virose do endurecimento, indicaram identidade de 86 a 94% com isolados de
CABMYV, ja com os isolados de PWV apenas de 68 a 76% de identidade. Estas
analises foram baseadas no sequenciamento da proteina capsidial de alguns
isolados, provenientes de diferentes estados brasileiros. Portanto, até o momento,
nenhum isolado brasileiro sequenciado pertence a espécie Passion fruit woodiness
virus, sendo o CABMV o0 principal, sendo o0 Unico, agente etioldgico do
endurecimento dos frutos em maracujazeiros cultivados em territério nacional
(Kitajima et al., 1986; Barros et al., 2011; Santos et al., 2015a).

O CABMV ¢ transmitido por varias espécies de afideos vetores como, por
exemplo, espécies dos géneros Aphis spp. e Myzus spp. A transmissao ocorre de
forma nao-persistente e pela picada de prova, visto que o maracujazeiro nao é
planta alvo destas espécies de afideos, o que faz a transmissdo desta doenca
ocorrer de maneira muito rapida. Além da transmissdo por insetos vetores, o
CABMYV pode ser transmitido também mecanicamente, por meio de extrato foliar
tamponado e por enxertia (Di Piero et al., 2006; Gibbs e Ohshima, 2010; Garcéz et
al., 2015; Rodrigues et al., 2016).

As plantas de maracujazeiro-azedo infectadas por esse virus expressam
sintomas como mosaico, comum em estagios iniciais da doenca, ja nos estagios
mais avancados, surgem outros sintomas como enrugamento, bolhas e
deformacdes no limbo foliar. Os sintomas foliares podem diminuir em intensidade
ou quase desaparecerem em algumas folhas da haste, e retornarem,
posteriormente, nas folhas mais novas, dependendo da estirpe do virus e das
condicbes ambientais. Nos frutos esta virose causa um espessamento e

endurecimento da casca, tornando-o impréprios para a comercializacdo e



diminuindo a sua produtividade no campo. Esta virose causa ainda, reducdo de
crescimento das plantas, diminuigdo do ciclo da cultura e da vida econémica do
pomar (Rezende, 2006).

Quanto ao controle da virose, todas as cultivares de maracujazeiro-azedo
sdo suscetiveis ao CABMV. O controle quimico do vetor € ineficiente devido a
relacdo nao-persistente entre o virus e o afideo vetor, tornando dificil o controle
desta virose nos pomares. Porém, algumas medidas sdo recomendadas para
prevencao e convivéncia da doencga nos pomares, tais como: utilizacdo de mudas
sadias e certificadas, obtidas em viveiros telados; eliminagdo de pomares velhos
ou abandonados; cuidados nas operagfes de poda para evitar a transmissao
mecanica do virus e, se possivel, plantios em locais isolados (Di Piero et al., 2006;
Rezende, 2006; Cavichioli et al., 2011).

Alguns trabalhos recomendam medidas ainda mais especificas de manejo
desta doenga e convivéncia com o virus. Rodrigues et al. (2016) recomendam a
aquisicao de mudas em estagios de desenvolvimento mais avancados (de 80 a 100
cmde altura) parainiciar os pomares de maracujazeiro-azedo, pois mudas menores
e mais novas sao infectadas e expressam 0s sintomas mais severos da doenca
mais rapidamente, em comparacdo as mudas mais desenvolvidas. Spadotti et al.
(2019) recomendam a pratica de roguing sistematico das plantas doentes, em
inspecbes semanais, até o florescimento, sendo necessario o plantio mais
espacado das plantas para facilitar a visualizacdo dos sintomas, assim como
responsaveis técnicos treinados para identificar e erradicar as plantas que
apresentarem sintomas iniciais da doeng¢a no campo.

Mesmo com essas recomendacdes de manejo e prevencao da doenca, até
0 momento, ndo héa indicacdo de um método eficiente no controle do CABMV no
campo. Portanto, uma forma de controle a se considerar, e dar importancia, seria a
busca pela resisténcia genética. Ressalta-se que, dentro do género Passiflora,
existem espécies silvestres resistentes a essa virose, 0 que possibilita a
introgressdo de genes de resisténcia em uma cultivar elite ja registrada e,

posteriormente, a selecdo de gendtipos resistentes ao CABMV.
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2.3 Melhoramento do maracujazeiro visando a resisténcia ao CABMV

O melhoramento visando a resisténcia ao CABMV merece uma atencao
especial dos pesquisadores da area, especialmente pela inviabilidade de
comercializacdo dos frutos e reducdo na vida util da lavoura, causada por esta
doenca, que pode chegar a reduzir de 36 meses para aproximadamente 18 meses,
a vida util do pomar (Fischer e Rezende, 2008; Correa et al., 2015).

Tendo em vista esses problemas na cultura do maracujazeiro-azedo, no
ano de 2010 foi iniciado o programa de melhoramento genético visando a
resisténcia ao CABMV da UENF. Este programa ja apresenta alguns resultados
promissores em seus trabalhos. Ele teve inicio com a obtencdo e avaliacdo de
hibridos interespecificos oriundos de cruzamentos entre a espécie suscetivel, P.
edulis, e a espécie resistente, P. setacea. Esses hibridos foram avaliados quanto a
resisténcia e quanto as caracteristicas morfoagrondmicas. Os pesquisadores
observaram niveis de resisténcia ao CABMV e selecionaram os hibridos com
melhores desempenhos para compor a primeira geracdo de retrocruzamento
(RC11) (Santos et al., 2015b, a).

Dando continuidade ao programa, Preisigke et al. (2020) obtiveram e
avaliaram a resisténcia e as caracteristicas morfoagronémicas na populacdo RC1.1
e selecionaram o0s genotipos com melhores desempenhos, enquanto Dos Santos
et al. (2019), avaliaram a divergéncia genética nesta mesma populacédo, e
observaram uma ampla variabilidade entre os gendtipos estudados. Além disso,
Freitas et al. (2015), avaliando quatro populacdes segregantes, constataram que a
heranca da resisténcia é poligénica, sendo necessario trabalhar com grandes
populacdes para se obter ganhos satisfatorios.

Concomitantemente a avaliacdo da segunda geracdo de retrocruzamento
(RC2.1) (dados néo publicados), foi iniciada uma nova abordagem de selecdo, em
gue os quatro melhores genotipos selecionados por Preisigke et al. (2020) na
populagdo RCi1, foram recombinados entre si, gerando trés familias de irmaos
completos (FIC). Essas FIC foram avaliadas por Gongalves Junior (2019) quanto a
resisténcia e caracteristicas morfoagrondmicas e, em seguida, foram selecionados
0S genotipos mais promissores para compor a populacdo do primeiro ciclo de

selecao recorrente.
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Além de estudos de campo, também foram realizados estudos em nivel
molecular, como os trabalhos de Santos et al. (2019) e Carvalho et al. (2019). Ao
avaliar a primeira geracao de retrocruzamento, Santos et al. (2019) construiram um
mapa genético baseado em sete marcadores microssatélites e 43 marcadores
ISSR. O mapa gerado cobriu 1017.1 cM, permitindo que os autores detectassem
sete QTL de menores efeitos para resisténciaao CABMV, em sete dos nove grupos
de ligacéo.

E Carvalho et al. (2019) avaliaram o proteoma do hibrido interespecifico e
de seus parentais contrastantes (P. edulis e P. setacea) ndo inoculados e
inoculados com o0 CABMV, e observaram uma diferenca na resposta dos genétipos
guanto ao virus, indicando que a doenca se manifesta por uma falha no sistema de
sinalizacdo da espécie suscetivel, que chega a ativar algumas vias de resposta
guando inoculada, porém, essa sinalizacdo nao é eficiente para o controle da
doenca (Figura 1).

Mesmo com alguns resultados positivos, ainda s&o necessarias
informacbes acerca desse patossistema, 0 que requer a continuidade das

pesquisas nesse programa, a fim de obter um controle eficiente dessa doenca.

o Analise da protedmica
Inicios dos cruzamentos de
(Carvalho et al.,, 2019) e

Passiflora edulis x P.
avaliacao epidemiologica e o 2018/2019
setacea, dando origem ao

genética do patossistema

hibrido interespecifico (H1)
Passiflora sp x CABMV

Avaliagao da resisténcia ao Avaliacao da resistencia e
CABMV e desempenho desempenho agronémico nas
agrondémico na pop. H1 (Santos m_o familias de irmao completos/C0O

et al, 2015; Freitas et al.,, 2016) (Gongalves Junior, 2019)

Avaliacao da divergéncia

Avaliagao da resisténcia, genética e Construgao do
desempenho agronémico na pop mapa de ligacao na pop. RC1
RC1 (Preisigke, 2017) (Santos et al,, 2019 e Dos

Santos et al., 2019)

Figura 1. Organograma das etapas do programa de melhoramento genético do maracujazeiro da

Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro, visando a resisténcia a virose do
endurecimento dos frutos, causada pelo cowpea aphid-borne mosaic virus.
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2.4 Protebmica nainteracdo planta-patégeno

O proteoma representa 0 conjunto completo de proteinas que estdo
presentes num organismo, 6rgdo especifico, tecido, célula ou mesmo os
compartimentos subcelulares, refletindo o estado atual de funcionamento de um
sistema em condicbes especificas e a expressao funcional do genoma (Jorfn et al.,
2007). A protedmica trata-se de uma area interdisciplinar da ciéncia, a qual agrega
principalmente quimica, biologia e informética, utilizando metodologias analiticas
para caracterizar, quali e quantitativamente, um proteoma.

As plantas, de maneira geral, possuem mais genes que o genoma humano
e, por isso, se tornam organismos mais complexos para estudo (Neilson et al.,
2010). Varios fatores fisicos, como o tipo de tecido, estagio de desenvolvimento,
estimulos ambientais, afetam a expressdo génica em plantas (Rampitsch e
Srinivasan, 2006). Além do mais, devido ao numero de niveis de ploidia em
algumas plantas e a presenca de varias isoformas da proteina, estudar o proteoma
de plantas pode-se tornar complexo (Vadivel, 2015). Além disso, um gene pode
codificar mais de uma proteina, ou ainda proteinas diferentes terem funcodes
semelhantes (Roberts e Smith, 2002).

Mesmo diante da complexidade que é estudar a dinamica das proteinas,
estas sao efetores diretos da resposta ao estresse, portanto, estdo mais proximas
da resposta fenotipica, aumentando a correlacdo com o fendtipo biolégico
(Zubarev, 2013).

O estudo de protedmica em plantas tem tido varias abordagens, podendo
ser descritivo, comparativo, subcelular, PTMs, interatbmicas, prote6micas, e
protedmica translacional (Jorrin-Novo et al., 2015). A protedbmica comparativa é a
estratégia que permite a elaboracdo de perfis proteicos, estudo da expressao
proteica ao longo de diferentes estadios de desenvolvimento, garantindo a
identificacdo de proteinas estadio-especifico, cuja expressdo possa ser usada
como marcadores do desenvolvimento (Dias et al., 2010), permitindo a comparacéao
guantitativa de varias proteinas (Hurkman e Tanaka, 2007).

O estudo da proteémica fornece informacées importantes no que diz respeito
as respostas de defesa de plantas frente ao estresse. Considerando o contexto de

estresse causados por fatores hiéticos, diversas proteinas envolvidas em inUmeros
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processos bioldgicos ja foram detectadas, sendo algumas relacionadas a estresses
e defesa, outras envolvidas com transducdo de sinais e fotossintese, além das
proteinas do metabolismo basal (Quirino et al., 2010; Koga et al., 2012; Paiva et al.,
2016). Quanto ao desenvolvimento da resisténcia, tem sido amplamente
correlacionado com o acumulo de proteinas induzidas durante a interacdo planta-
patdgeno.

Nesse sentido, Fang et al. (2012) discutem que a resisténcia de plantas de
morango a infeccdo com o fungo Colletotrichum fragariae pode ser atribuida a
inducdo de marcadores proteicos relacionados ao estresse oxidativo, lignificacao
da parede celular, proteinas de defesa, além da reprogramacdo do metabolismo
decorrente da inoculagéo do patdégeno. Ja Ventelon-Debout et al. (2004), avaliaram
a expressao de proteinas em cultivares de arroz resistentes e susceptiveis a virose
da mancha amarela, e identificaram proteinas envolvidas na resposta de defesa e
no metabolismo da planta. Liao et al. (2009) identificaram diferentes proteinas em
folhas de arroz, envolvidas na resposta de defesa vegetal contra eliciadores. Para
maracuja existe um trabalho em que houve a identificacdo de proteinas envolvidas
na defesa apds o tratamento com metil jasmonato, substancia que simula um
ataque de herbivoria na planta, a fim de compreender os mecanismos de defesa da

planta contra ataques de insetos (Perdizio, 2016).
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3. TRABALHOS

3.1 PROTEOMA DE ESPECIES DE PASSIFLORA NA INTERACAO COM
CABMV REVELA DISTINTAS RESPOSTAS A PATOGENESE

RESUMO

Um dos entraves para o aumento do rendimento do maracujazeiro-azedo
(Passiflora edulis Sims) no Brasil € a ocorréncia de doencas, principalmente
aquelas que, além de ndo possuir uma alternativa de controle eficiente, ainda
limitam o seu cultivo, como a virose do endurecimento dos frutos, causada pelo
Cowpea aphid-borne mosaic virus-CABMV. O uso de cultivares resistentes é
potencialmente a melhor opcdo para o controle da doenca, entretanto, nenhuma
cultivar registrada utilizada até o presente momento possui essa caracteristica.
Além disso, outras possiveis alternativas de controle do CABMV também se
mostraram ineficientes. Portanto, compreender os mecanismos de defesa que
regulam a resposta das plantas a infeccao consistiria, em um primeiro passo, na

elaboracdo de uma estratégia de controle eficiente. Para compreender melhor as
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interagc6es planta-patdgeno e a ativagdo dos mecanismos de defesa, este trabalho
objetivou identificar as proteinas diferencialmente abundantes no hibrido
interespecifico e nos seus parentais, P. edulis e P. setacea, inoculadas com o
CABMV, em comparacao com o controle. As folhas das trés populagdes utilizadas
foram inoculadas e, apds 72 horas, foram coletadas. As proteinas foram extraidas
e analisadas. O ensaio foi conduzido com 30 plantas de cada populacdo. O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com trés repeticoes,
sendo a unidade experimental composta por 10 plantas em bulk. Das mais de 500
proteinas identificadas nas folhas de maracujazeiro, 100, 290 e 96 foram
diferencialmente abundantes para os hibridos P. edulis e P. setacea,
respectivamente, em resposta ao CABMV. No hibrido interespecifico, 41% das
proteinas foram down-reguladas e 59% foram up-reguladas, em comparagcéo ao
controle. O parental P. setacea seguiu um perfil similar, em que 39% das proteinas
foram down-reguladas. Ja o parental P. edulis seguiu um perfil distinto, em que 82%
das proteinas foram down-reguladas e somente 18% foram up-reguladas, em
comparacdo ao controle. Acredita-se que o CABMV suprime o acumulo de
proteinas que podem ter funcéo chave na resposta de defesa da espécie suscetivel,
como aquelas ligadas a regulacdo do proteassoma e as heat shock proteins
(HSPs), e ao mesmo tempo deve regular o acumulo de proteinas que podem
prejudicar a sinalizacdo do virus no interior da hospedeira, como a glutationa
peroxidase. Ressalta-se que, mesmo respondendo a infeccdo, P. edulis ndo foi
capaz de conter o estabelecimento da doenca. Ao contrario, as plantas das
populacdes resistentes sintetizaram as proteinas que apresentam funcées chave
contra a infeccdo pelo virus, como as proteinas associadas a regulacdo do
proteassoma e as HSPs. Os resultados sugerem que a doencga se manifesta por
uma falha no sistema de sinalizacdo da espécie suscetivel, que mesmo ativando

algumas rotas de resposta, essas néo sao eficientes no controle da doenca.

Palavras-chave: Cowpea aphid-borne mosaic virus, protedmica gel-free, virose do

endurecimento dos frutos, Passiflora edulis, Passiflora setacea
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3.1.1 INTRODUCAO

O Brasil vem se destacando, desde a década de 1970, como maior
consumidor e produtor mundial de maracujazeiro-azedo (Passiflora edulis Sims)
(Meletti, 2011). Mas o rendimento e o cultivo do maracujazeiro sdo seriamente
prejudicados por problemas fitossanitarios que acarretam abandono dos pomares
e troca da atividade agricola, obrigando os produtores a desistirem do plantio desta
fruteira. A virose do endurecimento dos frutos, causada pelo cowpea aphid-borne
mosaic virus (CABMV) destaca-se como um fator limitante para a cultura,
principalmente por ndo existirem formas eficientes de controle para esta doenca
(Cerqueira-Silva et al., 2014).

Para outros patossistemas, foram estudadas e avaliadas algumas
estratégias de manejo que proporcionaram eficiéncia e pouca agressividade a
saude humana e ao meio ambiente, em maracujazeiro, entre elas destacam-se:
inducao de resisténcia contra Xanthomonas axonopodis pv. Passiflorea (Boro et al.,
2011), controle biologico empregando Trichoderma spp. para controlar patbgenos
associados a “dieback disease” (Amata et al., 2013), e melhoramento genético para
controle da fusariose (Preisigke et al., 2015). Para a virose do endurecimento dos
frutos, Santos et al. (2015a), avaliando a populacdo segregante oriunda do
cruzamento entre P. edulis vs P. setacea, observaram que os hibridos
interespecificos apresentaram diferentes niveis de resisténcia ao CABMV.

No entanto, até o presente momento nenhuma estratégia de controle tem
se mostrado eficiente para o patossistema maracujazeiro-CABMV. O entendimento
da ativacdo ou inibicdo dos mecanismos naturais de defesa das plantas,
bioquimicos, genéticos e moleculares, pode ajudar a compreender melhor a
interacdo planta-virus. O conhecimento dessas etapas tem papel fundamental no
desenvolvimento de tecnologias que ativem efetivamente os mecanismos naturais
de defesa, aumentando a resisténcia a doencas (Romeiro, 2008; Munhoz et al.,
2015).

Uma estratégia de estudo para melhor compreensdo destes mecanismos
de defesa é a associacdo de estudos de melhoramento genético visando a
resisténcia a doencas, e estudos sobre a protedmica na interacdo planta-patégeno.

Essa integracdo de conhecimentos pode fornecer, por exemplo, informagdes em



17

nivel molecular da variabilidade genética que é efetivamente expressa no genoma,
resultando em novas possibilidades a serem alcangadas no desenvolvimento de
variedades de plantas mais resistentes e produtivas (Quirino et al., 2010; Eldakak
et al., 2013).

As proteinas podem ter funcdes significativas na resposta ao estresse e
para a compreensdo das interacdes moleculares planta-patdégeno, podendo
fornecer base para a descoberta de novos marcadores moleculares. A fim de
compreender os mecanismos moleculares de defesa do maracujazeiro frente a
herbivoria, Perdizio (2016) identificou quais proteinas estavam envolvidas na
defesa apés o tratamento com metil jasmonato, no intuito de compreender sobre os
mecanismos de defesa da planta contra a herbivoria. No patossistema
maracujazeiro-CABMV nao ha trabalhos publicados envolvendo a identificacao de
proteinas associadas a patogénese.

O presente trabalho teve como objetivo identificar as proteinas responsivas,
diferencialmente abundantes, de trés populacbes de maracujazeiro, o hibrido
interespecifico e seus parentais, P. edulis (suscetivel) e P. setacea (resistente),
inoculados com o CABMV em comparacdo com o controle, buscando fornecer

informacdes sobre a base molecular da interacdo entre planta e patégeno.

3.1.2 MATERIAL E METODOS

Material vegetal, germinacédo e condicao de crescimento

No presente estudo foram utilizadas as populacdes do hibrido
interespecifico e seus parentais, Passiflora edulis e P. setacea. A populacdo
suscetivel (P. edulis) utilizada foi a ‘UENF Rio Dourado’, oriunda do terceiro ciclo
de selecédo recorrente do programa de melhoramento do maracujazeiro da UENF
(Viana et al., 2016). A populacéo resistente (P. setacea) utilizada pertence ao BAG
da UENF. E o hibrido interespecifico foi obtido por meio do cruzamento entre as

espécies P. edulis e P. setacea. Os cruzamentos foram realizados respeitando o
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horario da antese de cada espécie, seguindo a metodologia utilizada por Santos et
al. (2015a).

As plantas das trés populacdes de maracuja foram obtidas por cultivo de
embrido. O tegumento das sementes foi removido com o auxilio de um bisturi. Em
camara de fluxo laminar, as sementes, sem tegumento, foram desinfestadas em
alcool 70% por trinta segundos, em seguida, em solu¢éo de hipoclorito de sédio a
0,5% (NaClO) com duas gotas de Tween® 20 a cada 100 mL, durante 15 minutos
e, por fim, foram enxaguadas por trés vezes em agua deionizada autoclavada.
Posteriormente, os embrides foram excisados com auxilio de ping¢a e bisturi sob um
microscopio estereoscopio (Tecnival®), e colocados para germinar em meio de
cultivo.

O meio de cultivo foi constituido por metade da concentracdo dos sais
minerais do meio MS modificado por Monteiro (2000), acrescidos de vitaminas de
White (Murashige e Skoog, 1962), 100 mg Lt de myo-inositol, 30 g L de sacarose,
pH ajustado para 5,7 e, em seguida, 6 g L"* de agar Merck®. Distribuiu-se 40mL do
meio de cultivo em diversos frascos, que foram autoclavados por 20 minutos, a 121
°C e 1,0 atm. Os frascos com os explantes foram mantidos na sala de crescimento
com temperatura de 27+2 °C no escuro, por sete dias, em seguida eles foram
transferidos para luz, com fotoperiodo de 16:8 horas de luz:escuro e luminosidade
fornecida por lampadas OSRAM® luz do dia, com intensidade luminosa de 54 ymol
m2st,

Aos 30 dias de cultivo, as plantulas foram transferidas para a casa de
vegetacdo, em sacolas plasticas proprias para o cultivo de mudas (30 x 15cm),
contendo substrato comercial Basaplant®. As plantas foram mantidas em casa de
vegetacao, protegidas com tela antiafideo, durante todo o experimento. Os tratos
culturais seguiram as recomendacdes para cultura (Abreu, 2011).

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, com
trés repeticdes bioldgicas, e a unidade experimental foi composta por 10 plantas
em bulk, totalizando 90 plantas. A inoculacdo das plantas com um isolado do

CABMYV foi realizada aos quatro meses ap0s o transplantio.

Preparacédo do in6culo do virus e inoculacao

Utilizou-se um isolado de CABMV obtido de plantas de maracujazeiro-

azedo com sintomas tipicos da virose, coletadas na area experimental do Colégio
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Agricola Antbnio Sarlo, em Campos dos Goytacazes - RJ. O isolado viral foi
identificado por meio de RT-PCR (Reverse Transcription — Polymerase Chain
Reaction), utilizando os primers desenvolvidos por Ha et al. (2008) e detectado por
PTA-ELISA (Plate Trapped Antigen — Enzyme Linked Immunosorbent Assay)
(Santos et al., 2015a). Para uma constante producdo de indculo, o isolado foi
mantido em plantas de maracujazeiro suscetiveis, cultivadas em casa de
vegetacao.

O indculo foi preparado em almofariz por meio de maceracédo das folhas
sintomaticas de maracujazeiro, na proporcao de 1 g de tecido foliar para 10 mL de
solucdo tampéo fosfato de sédio 0,1 M, pH 7,0, utilizando-se carborundum (600
mesh) como abrasivo. As plantas foram inoculadas mecanicamente, aos quatro
meses apos o transplantio, ao entardecer (das 17 as 18 h), esfregando, com uma
compressa de gaze, a suspensao com o virus nas superficies adaxial e abaxial das
ultimas trés folhas da parte basal da planta. As plantas controle foram inoculadas
apenas com tampao fosfato de sodio 0,1 M, pH 7,0 e carborundum. Foram
coletadas somente as folhas primarias, completamente expandidas, nos tempos 0
e 72 horas ap0s a inoculacado (HAI), e as amostras foram mantidas a -80 °C para
as analises posteriores.

O tempo de coleta das folhas foi determinado considerando um momento
em que as plantas ndo estivessem expressando os sintomas da virose, mas que ja
estivessem infectadas e respondendo ao patdgeno. A opcéao pelo tempo de 72h foi
embasada no trabalho de Alfenas-Zerbini et al. (2009), que verificaram na interacéo
tomateiro e pepper yellow mosaic virus (PepYMV), virus pertencente ao mesmo
género do CABMV (Potyvirus), encontrando mais de 700 genes diferencialmente
abundantes as 72 HAI.

Extracdo de proteinas

As proteinas foram extraidas utilizando o método de precipitacdo acido
triclocoacético modificado (TCA/acetona) (Damerval et al., 1986). As amostras de
tecido foliar congeladas, das trés popula¢ées, inoculadas e ndo inoculadas, foram
maceradas até a obtencédo de um pé fino, utilizando um almofariz de ceramica em

presenca de nitrogénio liquido. Em seguida, para homogeneizacédo, adicionou-se
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1 mL de TCA a 10% (m/v) (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) e acetona com
20 mM ditiotreitol (DTT) (GE Healthcare).

Apo6s a centrifugagdo a 16.000g por 30 min a 4 °C, o sobrenadante foi
descartado e o precipitado foi lavado trés vezes com acetona refrigerada com
20 mM DTT, e centrifugado por 5 min a cada lavagem. Os precipitados obtidos
foram secos ao ar, ressuspendidos em 1 mL de ureia 7M, tioureia 2M, 2% triton X-
100, 1% DTT, 1 mM fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF) (Sigma-Aldrich), e um
coquetel completo de inibidores de protease (Roche Diagnostics, Mannheim,
Germany) e centrifugados (20 min a 16.000g). O novo sobrenadante foi coletado e
a concentracdo de proteinas foi determinada utilizando o 2-D Quant Kit (GE
Healthcare, Piscataway, NJ, USA).

Digestao

Antes da digestao triptica, as amostras de proteinas foram precipitadas
usando a metodologia do metanol/cloroférmio para remover qualquer interferente
das amostras (Nanjo et al., 2012). Em seguida, as amostras foram ressuspendidas
em solucdo ureia 7M e tioureia 2M. A digestao proteica foi realizada utilizando a
metodologia de filtro auxiliar (FASP - filter-aided sample preparation), descrita por
(Wisniewski et al., 2009), com pequenas modificacfes. Antes do inicio da digestéo,
foi realizado um teste de integridade dos filtros (Hernandez-Valladares et al., 2016).

Apbs o teste, 100 pg de proteinas de cada amostra foram adicionadas a
um filtro Microcon-30 kDa (Millipore) (Lipecka et al., 2016), lavados com 200 pL
50 mM de bicarbonato de aménio (solucéo A) e centrifugados a 10.000g por 15 min
a 25 °C. Esta lavagem foi repetida mais uma vez para remocao completa da ureia,
antes da reducdo das proteinas. Posteriormente, foram adicionados 100 uL de DTT
50 mM refrigerado e preparado em solucdo A, submetido a agitacdo rigorosa em
vortex e incubado por 20 min a 60 °C (1 min agitando e 4 min parado, a 650 rpm).
Apés esta etapa, foram adicionados 200 pL de ureia 8 M e bicarbonato de aménio
50 mM (solucédo B) e centrifugado (10.000g por 15 min a 25 °C). Para alquilacao
das proteinas, 100 pL com iodoacetamida 50 mM (GE Healthcare) refrigerado,
preparado em solucédo B, foi submetido a agitacédo rigorosa em vortex e incubado
por 20 min a 25 °C na auséncia de luz (1 min agitando e 19 min parado, a 650 rpm).
Posteriormente, foram feitas duas lavagem com 200 uL de solucdo B, que foi

centrifugada (10.000g por 15 min a 25 °C), e em seguida foi realizada mais uma
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lavagem com solucdo A. Nesta ultima lavagem centrifugou-se a mistura até que
permanecesse aproximadamente 50 pL de amostra.

Para digestdo proteica foram adicionados a amostra 25 pL de RapiGest
0,2% (v/v) (Waters, Milfod, CT, USA) e 25 pL de solugcéao de tripsina (40 ng/uL,
V5111, Promega, Madison, WI, USA), que foi submetida a agitacdo em vortex, e
incubada por 16 h a 37 °C (1 min agitando e 4 min parado, a 650 rpm). Para elui¢ao
dos peptideos, o filtro foi transferido para um novo microtubo e centrifugado por
10 min. Foram adicionados 50 pL de solucdo A e centrifugado por 15 min. Esta
lavagem foi realizada duas vezes.

Para preciptacdo do RapiGest e inibicdo da tripsina, foram adicionados
5 L de &cido trifluoroacético 15% (TFA, Sigma-Aldrich), submetido a agitacdo em
vortex gentilmente e incubado por 30 min a 37 °C. As amostras foram centrifugadas
por 15 min, e os sobrenadantes foram coletados e secos a vacuo. Os peptideos
foram ressuspendidos em 100 pL de solucdo contendo 95% de bicarbonato de
amonio 50 mM, 5% de acetonitrila e 0,1% de &acido formico. Os peptideos
resultantes foram quantificados em espectrofotdmetro (NanoDrop 2000c, Thermo

Fisher Scientific), com leitura de absorbancia a 205 nm.

Espectrometria de massas

A espectrometria de massas foi realizada utilizando um equipamento de
cromatografia liquida de ultra performance (UPLC — Ultra Performance Liquid
Chromatography) nanoAcquity, acoplado a um instrumento Q-TOF SYNAPT G2-Si
(Waters, Manchester, UK). Cada uma das triplicatas biologicas foi injetada em
volume correspondente a 1 ug de peptideos. Para a separacao, as amostras foram
carregadas no nanoAcquity UPLC, em uma coluna M-Classe Symmetry C18 5 ym
(180 ym x 20 mm), a 5 yL min'! durante 3 min e, em seguida, na coluna de fase
reversa analitica M-Class HSS T3 1,8 um (75 ym x 150 mm) a 400 nL min-%, com
uma temperatura de coluna de 45 °C.

Para eluicdo de peptideos, foi utilizado um gradiente binario, com fase
movel A, composto por agua (Tedia, Fairfield, Ohio, EUA) e 0,1% de acido formico
(Sigma-Aldrich), e fase mével B, composto por acetonitrila (Sigma-Aldrich) e 0,1%
acido férmico. O gradiente de eluicao foi iniciado a 5% B, aumentando de 5% B
para 40% B até 91,12 min.; e de 40% B para 99% B até 95,12 min., sendo mantida
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em 99% até 99,12 min.; diminuindo entdo para 5% B até 101,12 min., e mantido
5% B até o final da inje¢cdo a 117,00 min.

A espectrometria de massas foi realizada em modo positivo e modo
resolugéo (modo V), 35.000 FWHM, com mobilidade idnica e no modo de aquisi¢ao
independente de dados (DIA). Para a separacdo da mobilidade idnica utilizou-se
uma rampa de velocidade da onda IMS comecando com 800 m's™ e terminando
com 500 m's’?; teve fluxo de hélio de 180 mL'mint e de gas IMS de 90 mL-min?. A
energia de transferéncia de colisdo variou de 25 V para 55 V, em modo de alta
energia; a voltagem do cone e capilares foram de 30 V e 3000 V, respectivamente;
ocorreu nano fluxo de gas de 0,5 bar e gas de purga de 150 L'h?; e a temperatura
da fonte foi de 100 °C. Nos parametros TOF, o tempo de varredura foi definido em
0,6 s no modo continuo, com um intervalo de massa de 50 a 2000 Da. Foi utilizado
padrdo externo o [Glul]-fibrinopeptideo B humano (Sigma-Aldrich), a 100 fmol-ul*
com aquisicado da massa de referéncia a cada 30 s. A aquisicdo do espectro de

massa foi realizada pelo software MassLynx v4.0.

Analise de dados

O processamento dos espectros e banco de referéncia foram realizados
utilizando o software ProteinLynx Global Server (PLGS) v.3.02 (Waters), e o fluxo
de trabalho do software ISOQuant (Distler et al., 2014). O PLGS foi processado
utilizando os seguintes parametros: thershold de 150 contagens como limite de
baixa energia, 50 contagens como limite de energia elevada e 750 contagens como
limite de intensidade; uma clivagem perdida; no minimo trés fragmentos de ion por
peptideos; no minimo sete fragmentos de ion por proteina; no minimo dois
peptideos por proteina; modificacdes fixas como carbamidometil (C) e modificacdes
variaveis como oxidacao (M) e fosforil (STY); taxa de falso positivo (FDR) de 1%;
tolerancia automatica a peptideos e fragmentos.

Foi utilizado o banco de dados de proteinas Populus trichocarpa (ID:
UP000006729) do UniProtkKB (www.uniprot.org). Esta espécie foi escolhida devido
a proximidade filogenética. A quantificacdo foi realizada utilizando o software
ISOQuant v.1.7 (Distler et al., 2014). Foram utilizados os seguintes parametros:
peptideo e proteinas com FDR 1%, comprimento da sequéncia de pelo menos seis

aminoacidos e pontuagdo minima de peptideo igual a seis. Para a correcdo das
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intensidades de pico, com base nos dominios de intensidade e tempo de retencao,
foi utilizada uma normalizagdo multidimensional. O software foi utilizado para a
guantificacdo relativa de proteinas com base no método TOP3. Com base na
abundancia relativa de peptideos atribuidos exclusivamente, as abundancias de
peptideos compartilhados foram redistribuidas para as respectivas proteinas que
0s originaram, seguida pela quantificacdo baseada em TOP3 (Distler et al., 2014).

Para garantir a qualidade dos resultados apos o processamento dos dados,
apenas proteinas presentes ou ausentes nas trés replicatas bioldgicas foram
aceitas para analise de abundancia diferencial. As proteinas foram consideradas
como diferencialmente abundantes se houvesse diferenca significativa pelo Teste t
(p-valor<0,05), e se entre as médias das triplicatas o valor da abundéancia relativa
(tratado/controle) fosse maior do que 1,5 vezes. As anotacdes funcionais foram
realizadas usando o software Blast2Go v.5.0 (Conesa et al., 2005). De posse das
anotacgdes funcionais, a analise dos resultados foi realizada utilizando scripts em
Python (acervo pessoal) e R para retirar e classificar as ID’s das proteinas e, por
fim, gerar gréaficos utilizando o pacote VennDiagram (Chen e Boutros, 2011) e o

software Spotfire®.

3.1.3 RESULTADOS

Mudancano proteomade populacdes de maracujazeiro em reposta a infeccéo
por CABMV

As plantas de Passiflora edulis comecaram a exibir os sintomas
caracteristicos da virose 15 dias ap0s a inoculacéo (DAI), e o hibrido interespecifico
com 24 DAI. As plantas de P. setacea nao exibiram sintomas da virose.

Mais de 500 proteinas foram identificadas nas folhas de maracujazeiro ndo
inoculadas e inoculadas com o CABMV. Dentre essas proteinas, 437 e 406 sdo
comuns as trés populacfes nos tratamentos controle (Oh) e inoculado (72 HAI),
respectivamente. No tratamento ndo inoculado, cinco proteinas foram Unicas para

o hibrido, oito para P. edulis e 15 para a P. setacea.
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As plantas inoculadas com o virus apresentaram variacdes em relacao ao
ndamero de proteinas, conforme observado para o hibrido que dobrou a quantidade
de proteinas Unicas, enquanto P. edulis reduziu em 50% essa quantidade e
P. setacea apresentou um sutil aumento em relacdo ao controle, totalizando 19

proteinas Unicas apoés inoculagdo (Figura 1).
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Hibrido Interespecifico P setacea

P edulis

Hibrido Interespecifico P, setacea B

P edulis

Figura 1. Diagrama de Venn mostrando a sobreposicdo de proteinas identificadas por
protedmica gel-free de folhas de maracujazeiro suscetivel (Passiflora edulis) e resistente
(P. setacea e hibrido interespecifico) ndo inoculadas (A) e 72 horas apés a inoculagdo com o

CABMV (B).
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Dentre as proteinas identificadas, 100, 290 e 96 foram diferencialmente
abundantes para o hibrido, P. edulis e P. setacea, respectivamente, quando
comparadas com o controle (tempo Oh). Durante o processo de infeccéo, as
populacdes apresentaram distintas mudangas em seu proteoma, resultando em
diferentes respostas ao patdgeno. No hibrido interespecifico, 41% das proteinas
diferencialmente abundantes decresceram em quantidade, ou sua producao foi
interrompida, e 59% aumentaram ou comecgaram a ser produzidas, em comparacao
ao controle. O parental P. setacea seguiu um perfil similar, em que 39% das
proteinas decresceram em quantidade. J& o parental P. edulis seguiu um perfil um
pouco diferente, em que 82% das proteinas decresceram em quantidade e somente
18% aumentaram em comparagao ao controle (Figura 2).

O hibrido interespecifico e seu parental resistente tiveram uma resposta
similar quanto a quantidade de proteinas que aumentaram ou decresceram em
guantidade, demonstrando que eles apresentam um padrdo similar quando em
contato com o patogeno (Figura 2).

Uma visdo geral da caracterizagdo de proteinas diferencialmente
abundantes, identificadas e agrupadas de acordo com sua distribuicdo nas
diferentes categorias de processos biologicos, pode ser observada na Tabela 1. As
proteinas diferencialmente abundantes em resposta a infeccao viral foram
distribuidas em seis grupos: Metabolismo Proteico, Metabolismo Energético,
Sinalizacdo e Defesa contra Estresse, Metabolismo de DNA e outras funcbes
(Figura 2).
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Figura 2. Distribuicdo das proteinas diferencialmente abundantes de folhas de
maracujazeiro. Barras vermelhas representam proteinas que diminuiram em quantidade
ou foram inibidas. As barras verdes representam proteinas que aumentaram em
guantidade ou foram sintetizadas ap0s a inoculagdo com o CABMV. (A) Espécie suscetivel,
Passiflora edulis. (B) Hibrido interespecifico, (C) P. setacea.
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Tabela 1. Resumo das proteinas diferencialmente abundantes identificadas por proteémica gel-free em folhas de espécies de
maracujazeiro suscetivel (Passiflora edulis) e resistente (P. setacea e hibrido interespecifico) apés 72 horas da inoculagdo com o
CABMV em comparacdo com o controle (plantas néao inoculadas)

Peptideos

Max

Regulagdo diferencial da abundancia

Acesso Reportados  score Descrigéo P edulis Hibrido P. setacea
Interespecifico
Metabolismo Proteico
AO0A2K2A5X5 4 894.3 26S protease regulatory subunit 7-like Unica E-0 Inalterada Inalterada
U5G5S8 5 940.7 26S proteasome regulatory subunit 8 homolog A Unica E-0 Inalterada Inalterada
A0A2K1ZW30 5 1323.0  26S proteasome regulatory subunit 6B homolog Down Up Inalterada
BI9GRL8 2 2156.6 proteasome subunit alpha type-1-B-like Down Inalterada Inalterada
A0A2K1WZ20 8 916.0 leucine aminopeptidase 1-like Up Inalterada Inalterada
AOA2K2BBP3 10 1038.1 ATP-dependent zinc metalloprotease FTSH Up Up Inalterada
AOA2K1X9T1 5 1068.6 26S proteasome regulatory subunit 6B homolog - Qnica H-0 Inalterada
BO9HT94 2 5135.1 proteasome subunit beta type-5 - Unica H-72 Unica S-72
Metabolismo Energético
B91107 10 41677.1  chlorophyll a-b binding protein of LHCII type 1 Down Inalterada Inalterada
BOMXP7 6 609.7 succinate dehydrogenase [u_biquinone] Down Inalterada Unica S-72
flavoprotein subunit 1
AOA2K1ZF43 4 1261.9 ATP-citrate synthase beta chain protein 2 Down Inalterada -
AOAOAQUXZ8 10 9385.0 photosystem | P700 apoprotein A2 Up Inalterada Inalterada
AOAOAOUYQ3 14 21821.0 photosystem 11 44 kDa protein Up Inalterada Inalterada
AOA2K1IWVTS 4 2824.4 NADP-dependent malic enzyme isoform X1 - Unica H-0 Up
A0A2K 17094 3 560.8 pyruvate kinase Unica E-0 Unica H-72 -
A0A2K1Y883 4 1082.0 plastidial pyruvate kinase 2 Unica E-0 Up Down
AO0A2KIWQI6 6 33341.4 chlorophyll a-b binding protein CP26 Inalterada Inalterada Unica S-72
Defesa/Estresse
U5G5S8 5 940.7 26S proteasome regulatory subunit 8 homolog A Unica E-0 Inalterada Inalterada
AOA2KIXWY9 8 1940.6 heat shock protein 90-6 Down Inalterada Inalterada
A0A2K2CEGB3 16 5888.1 heat shock cognate protein 80 Down Inalterada Down
A0A2K1ZW30 5 1323.0 26S proteasome regulatory subunit 6B homolog Down Up Inalterada
A0A2K2BVL2 2 4423.4 glutathione peroxidase Unica E-72 - -



AO0A2K1X9T1 5 1068.6 26S proteasome regulatory subunit 6B homolog - Unica H-0 Inalterada
AO0A2K1ZFI3 22 6740.0 heat shock protein 90-5 Inalterada Down Up

A9PIF1 5 2134.9 20 kDa chaperonin Down Down Inalterada
A0A2K2A230 4 2210.6 20 kDa chaperonin Down Unica H-72 -

Sinalizacdo

BOHGA? 6 2629.5 guanosine nucleot;gﬁig:?:ro;phate dissociation Unica E-0 Inalterada Up

A9PHJ4 5 5038.2 14-3-3-like protein A Down Inalterada Inalterada
AOA2K1X188 5 2573 1 guanosine nucleotide diphosphate dissociation i Unica H-72 Unica S-0

inhibitor 2
Metabolismo DNA

A9PBWO 5 10297.7 60S ribosomal protein L12 Unica E-0 Inalterada Inalterada
AOA2K2AX63 4 12686.4 60S ribosomal protein L30 Unica E-0 Inalterada Inalterada

US5GJING 10 1189.3 chaperonin CPN60-2 Down Inalterada Inalterada

A9PIG1 5 5263.7 photosystem 11 22 kDa protein Up Inalterada Inalterada
AOA2K1YKMO 3 2590.4 50S ribosomal protein L11 Inalterada Down Down

A9P8F6 2 9384.9 40S ribosomal protein S27-2 - Unica H-0 Inalterada

BIGWA4 6 1669.3 ADP, ATP carrier protein Inalterada Up Inalterada
AOA2K1YXH1 19 16382.4 heat shock cognate 70 kDa protein 2 - Inalterada Down

A9PBUO 3 4916.0 50S ribosomal protein L12 Down Inalterada Down

29
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Proteinas relacionadas ao Metabolismo Proteico

Estao incluidas no grupo Metabolismo Proteico as proteinas com a fungéo
biologica de “Processo metabdlico proteico” (Figura 2 e Tabela 1).

Diversas proteinas envolvidas no metabolismo proteico foram inibidas em
P. edulis, apds a inoculagdo com o virus, como por exemplo, chaperone protein
ClpD, aspartyl protease family protein 2, proteasome subunit alpha type-1-B-like,
entre outras. Foram observadas também proteinas ligadas a regulacdo do
proteassoma (ubiquitin/26S proteasome system - UPS) com diminuicdo da sua
sintese. O sistema de regulacdo do proteassoma esta ligado a protecao da planta
contra patégenos, e a inibicdo de sua sintese pode favorecer a infeccao. Apenas
trés proteinas desse grupo aumentaram sua sintese, foram elas: leucine
aminopeptidase 1-like e duas proteinas identificadas como ATP-dependent zinc
metalloprotease FTSH.

Ao contrario de P. edulis, no hibrido interespecifico e na espécie
P. setacea houve um incremento da sintese de proteina ligada a regulacdo do
proteassoma (26S proteasome regulatory subunit 6B homolog e proteasome

subunit beta type-5, respectivamente).

Proteinas relacionadas ao Metabolismo Energético

O grupo de proteinas relacionadas ao metabolismo energético foi um
dos mais afetados apos a infeccdo pelo CABMV. Estéo incluidas nesse grupo as
proteinas com fungdes biolégicas de “Geracdo de metabdlitos precursores e
energia”, “Processo metabdlico de carboidrato”, “Fotossintese”, “Processo
metabdlico lipidico”, “Processo metabdlico” (Figura 2 e Tabela 1).

Houve um desbalanco na producao de proteinas ligadas ao metabolismo
energético para P. edulis, onde a grande parte delas, 147, decresceu em
guantidade, quando comparadas ao controle, como por exemplo, chlorophyll a-b
binding protein of LHCII type 1, ribulose 1,5-bisphosphate carboxylase, ATP-citrate
synthase beta chain protein 2, succinate dehydrogenase [ubiquinone] flavoprotein
subunit 1, entre outras, enquanto 54 aumentaram, como fructose-bisphosphate
aldolase 6 e diversas proteinas ligadas ao fotosistema | e Il (photosystem | P700
apoprotein Al e photosystem Il 44 kDa protein), indicando que o parental suscetivel

teve um desbalanco energético muito alto apds a inoculagdo, deslocando sua
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energia e fotoassimilados para a defesa da planta e mesmo assim néo foi capaz de
suprimir a doenga.

O hibrido interespecifico e P. setacea novamente apresentaram padréo
similar em relacdo a quantidade das proteinas que diminuiram ou aumentaram
nesse grupo, das quais 36 decresceram comparadas ao controle, como NADP-
dependent malic enzyme isoform X1 e fructose-bisphosphate aldolase, por
exemplo. Mas 57 aumentaram para o hibrido, como pyruvate kinase, chlorophyll a-
b binding protein of LHCII type 1-like, entre outras.

Para P. setacea, 20 decresceram em quantidade, como:
protochlorophyllide reductase, plastidial pyruvate kinase 2, entre outras, enquanto
49 aumentaram em comparagdo ao controle, como: succinate dehydrogenase
[ubigquinone] flavoprotein subunit 1 (mesma ID da proteina down regulada em
P. edulis - ID B9MXP7) e chlorophyll a-b binding protein CP26, entre outras.
Portanto, P. setacea apresentou um padrao diferente ao encontrado em P. edulis,
mas ainda com supressdo de algumas proteinas ligadas ao metabolismo

energetico.

Proteinas relacionadas a Defesa/Estresse e Sinalizacao

Estéo incluidas no grupo Defesa/Estresse e Sinalizagéo as proteinas com as
funcdes bioldgicas de “Resposta ao estresse”, “Resposta a estimulos bidticos”,
‘Resposta a estimulos externos”, “Resposta a estimulos extracelulares” e
“Transducéo de sinal” (Figura 2 e Tabela 1).

Para este grupo, P. edulis novamente apresentou um padrdo de sintese
proteica diferente do hibrido interespecifico e diferente de P. setacea. O parental
suscetivel apresentou 25 proteinas que tiveram sua sintese inibida apds a
inoculacéo, como proteinas ligadas ao sistema de regulacéo do proteassoma (26S
protease regulatory) e proteinas do tipo chaperonas (Heat shock proteins — HSP90).
Somente duas proteinas se acumularam, foram elas, glutathione peroxidase e V-
type proton ATPase catalytic subunit A.

Novamente o hibrido interespecifico e P. setacea apresentaram um padrao
similar de acumulo de proteinas apds a inoculacdo. No hibrido interespecifico
guatro proteinas tiveram sua sintese interrompida: 26S proteasome regulatory
subunit 6B homolog, heat shock protein 90-5, 20 kDa chaperonin e aspartate

aminotransferase, enquanto sete proteinas se acumularam, dentre as quais se
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destacaram as proteinas ligadas a regulacdo do proteassoma e as chaperoninas.
A espécie P. setacea apresentou inibicdo da proteina heat shock cognate protein
80 e sintese da proteina heat shock protein 90-5, ambas sao do tipo chaperonas.

A categoria de proteinas relacionadas a sinalizacdo foi a que apresentou
seus niveis relativos de proteinas com menores modificacfes ap0s a inoculacéo do
virus. No parental susceptivel (P. edulis), somente duas proteinas tiveram sua
sintese interrompida, guanosine nucleotide diphosphate dissociation inhibitor 2 e
14-3-3-like protein A. O hibrido interespecifico apresentou apenas uma proteina
gue aumentou em quantidade, guanosine nucleotide diphosphate dissociation
inhibitor 2.

Ja o P. setacea exibiu uma mistura do acumulo apresentado pelas outras
duas populacdes, com uma proteina inibida e outra acumulada. A proteina inibida
apo6s a inoculacdo em P. setacea foi a mesma que o hibrido acumulou
(AOA2K1X188 - guanosine nucleotide diphosphate dissociation inhibitor 2),
enquanto a proteina acumulada em P. setacea foi a mesma inibida em P. edulis
apos a inoculacdo (BOHGA2 - guanosine nucleotide diphosphate dissociation
inhibitor 2).

Proteinas relacionadas ao Metabolismo de DNA e outras funcdes

Estéo incluidas no grupo Metabolismo de DNA as proteinas com funcdes
biologicas de DNA metabolic process; Transport; Translation (Figura 2 e Tabela 1).

P. edulis expressou um perfil proteico com maior desbalan¢o que as outras
duas populacfes estudadas. Observou-se que a maioria das proteinas teve sua
sintese bloqueada ou inibida apés a inoculacao, totalizando 22 proteinas, enquanto
somente quatro apresentaram incremento de sua sintese. Das proteinas que
tiveram sua sintese inibida, podem ser citadas: a 60S ribosomal protein, que
apareceu em maior abundancia, proteinas da classe das chaperoninas (chaperonin
CPN60-2) e a ubiquitin-60S ribosomal protein L40. Das quatro que tiveram um
incremento na sua sintese pode-se citar a proteina ligada ao fotossistema I
(photosystem Il 22 kDa protein).

O hibrido interespecifico apresentou um perfil com um menor desbalanco
na sintese de proteinas apés a inoculacdo. Apenas quatro proteinas tiveram sua
sintese diminuida, como heat shock protein 90-5, 50S ribosomal protein L11 e 40S

ribosomal protein S27-2, e duas apresentaram um acumulo apés a inoculagéo,
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foram elas, guanosine nucleotide diphosphate dissociation inhibitor 2 e ADP, ATP
carrier protein.

P. setacea apresentou o dobro da quantidade de proteinas
diferencialmente abundantes do hibrido nessa classe. Houve reducdo em
guantidade de oito proteinas, como, por exemplo, heat shock cognate 70 kDa
protein 2, guanosine nucleotide diphosphate dissociation inhibitor 2 e 50S ribosomal
protein L12. E quatro proteinas apresentaram um acumulo apés a inoculagéo,
como, heat shock protein 90-5 (mesmo ID da proteina inibida no hibrido
interespecifico, AOA2K1ZFI3) e guanosine nucleotide diphosphate dissociation
inhibitor 2 (mesmo ID da proteina inibida na P. edulis, BOHGA2).

Esse foi 0 Unico grupo, dentre os citados anteriormente, em que no hibrido
interespecifico e em P. setacea a quantidade de proteinas inibidas foi maior do que
a quantidade de proteinas que aumentaram em abundancia. Enquanto P. edulis
apresentou esse padréo de inibicado de sintese de proteinas ap0s a inoculacéo, em
todos os grupos de proteinas citados anteriormente.

Em relacéo as proteinas categorizadas como “outras fungdes”, elas estéao
incluidas no grupo proteinas com as fungdes biolégicas de “Processo celular”,
“Processo biossintético”, “Organizacdo de componentes celulares”, “Processo
metabdlico composto”, “Processo de modificagao de proteina celular”, entre outros.
Novamente P. edulis apresentou maior desbalanco de sintese proteica, onde 245
proteinas tiveram sua producdao inibida, enquanto 54 tiveram um aumento da sua
producédo apos a inoculacao. O hibrido interespecifico apresentou 46 proteinas que
diminuiram em quantidade e 61 que acumularam, enquanto P. setacea exibiu 40

proteinas inibidas apds a inoculacdo e 51 acumuladas.

3.1.4 DISCUSSAO

Neste trabalho analisou-se a mudanca do proteoma em trés populacdes de
maracujazeiro: o hibrido interespecifico (populacdo segregante) e seus parentais,
P. edulis (‘UENF Rio Dourado’ - suscetivel ao CABMV) e P. setacea (BAG da UENF

- resistente ao CABMV), na interacdo com o cowpea aphid-borne mosaic virus
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(CABMV), virus que causa o endurecimento dos frutos do maracujazeiro. Essas
populag@es foram previamente caracterizadas quanto a resisténcia ao CABMV em
nivel de campo (Santos et al., 2015a).

Estudos de interacédo virus-hospedeiros sdo complexos em alguns sentidos,
por exemplo, € necessério apenas algumas horas para a replicacéo do virus dentro
da célula, mas séo necessarios alguns dias para o aparecimento dos sintomas
(Dolja et al., 1992). A partir dessa informacéo foi necessério escolher um tempo,
apos a inoculacdo, em que as plantas estivessem respondendo a infeccao de
maneira mais efetiva para proceder as andlises.

Estudando a interagdo do tomateiro com o virus pepper yellow mosaic virus
(PepYMV), avaliando a expresséao génica, Alfenas-Zerbini et al. (2009), construiram
uma biblioteca de cDNA a partir de folhas inoculadas de tomateiro, e encontraram
mais de 700 genes diferencialmente expressos em comparacdo com plantas néo
inoculadas. Eles realizaram as analises 72 horas apés a inoculacdo (HAI). O
CABMV é um virus pertencente ao género Potyvirus, mesmo género que o
PepYMV. Portanto, foi escolhido o tempo de 72 HAI para proceder as analises, pois
acredita-se que nesse tempo a planta ja tenha desencadeado respostas a infeccao,
mas sem ter comecado a expressar 0s sintomas caracteristicos da virose.

As plantas de maracuja suscetiveis ao CABMV comecaram a expressar 0s
sintomas caracteristicos da virose, como mosaico e formacéo de bolhas, 15 dias
apos a inoculacdo (DAI). Em experimentos anteriores (dados nao publicados),
plantas da cultivar ‘UENF Rio Dourado’ comegaram a expressar os sintomas de
mosaico 7 DAI. Porém, Goncalves et al. (2017), avaliando 12 espécies de
maracujazeiro quanto a resisténcia a virose do endurecimento dos frutos,
observaram o inicio dos sintomas nas espécies suscetiveis aos 20 DAI. Essa
diferenca quanto ao periodo de incubacéo pode ser atribuida a fatores ambientais

e até de viruléncia dos isolados virais.

Mudanca no proteoma de populacdes de maracuja em reposta a infeccéo por
CABMV

A mudanca quantitativa da sintese proteica foi analisada nas trés
populacbes de maracuja apos a inoculacdo. No parental suscetivel, P. edulis,

observou-se que as plantas tiveram uma grande inibicdo na sintese proteica apos
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a infeccdo. Ja as outras duas populacdes, o hibrido interespecifico e P. setacea,
ndo apresentaram essa inibicdo em suas sinteses proteicas, entretanto,
apresentaram um aumento na producdo de proteinas de maneira geral.

Esses resultados quantitativos evidenciam uma diferengca marcante na
sintese proteica para as trés populagfes, entre os dois tempos analisados, e
indicam que para o parental suscetivel o maquinario de sintese proteica foi
bloqueado ou inibido, ja que a maioria das proteinas decresceu em quantidade ou
teve sua producdo interrompida. Este resultado mostra que P. edulis foi a
populacdo mais sensivel a infeccdo viral, ndo s6 em relacdo a fenologia, como
também em nivel bioquimico. Com os resultados obtidos neste estudo, assim como
no trabalho de Paiva et al. (2016), analisando a interacdo feijdo caupi e o cowpea
severe mosaic virus (CPSMV), observou-se que as plantas infectadas, quando
comparadas as plantas sadias, sofrem uma importante alteragdo da sintese
proteica.

A inibicdo da expressao de varios genes foi previamente observada em
outros patossistemas, como em plantas de pepino infectados com CMV (cucumber
mosaic virus), e em tomateiros inoculadas com TYLCV (tomato yellow leaf curl
virus), coincidindo com a replicacéo do virus na planta (Dolja et al., 1992; Moshe et
al., 2016). Assim, sugere-se que a inibicdo da sintese das proteinas em P. edulis,
principalmente, durante a infeccdo pelo CABMV observada neste trabalho, pode
ser crucial para o estabelecimento da doenca e suscetibilidade das plantas ao virus,
mostrando que essa repressao do metabolismo proteico pode estar relacionada a
sobrevivéncia e replicacdo do virus na planta.

Além da mudanca quantitativa da sintese proteica, avaliou-se também a
mudanca qualitativa do proteoma. Apés a infeccdo pelo virus, as populacdes de
maracuja estudadas apresentaram mudanca em seu perfil proteico. Essa mudanca
pode ter sido resultante da reprogramacdo dos genes em resposta a infeccao
(Hanley-Bowdoin et al., 2004). A partir dessas mudancas pdde-se observar as
proteinas, inibidas e abundantes, que estdo envolvidas na resposta a interacéo
planta-patdégeno. As proteinas foram agrupadas quanto a sua func¢ao ou associacao
aos processos bioldgicos: Metabolismo Proteico; Metabolismo Energético;

Defesa/Estresse; Sinalizacéo; Metabolismo de DNA e outras func¢des.
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Proteinas relacionadas ao Metabolismo Proteico

O grupo metabolismo proteico engloba proteinas do sistema de regulacéo
do proteassoma (sistema Ubiquitina/26s proteassoma — UPS). O sistema UPS
desempenha um papel de controle de qualidade na célula, e tem como alvo dois
tipos principais de proteinas: proteinas anormais/danificadas e proteinas funcionais
gue transportam sinais de destruicao especificos (Livneh et al., 2016). Além dessa
fungéo chave de vigilancia celular, o UPS pode estar envolvido na defesa de plantas
contra patégenos, emergindo como eficiente mecanismo de defesa contra virus
(Citovsky et al., 2009).

O UPS parece ser necessario em algumas etapas das vias de sinalizacao,
incluindo a do acido salicilico, o qual desempenha um papel importante na
regulacdo das respostas imunes das plantas, coordenando sua defesa contra
patogenos, principalmente, biotroficos (Yaeno e Iba, 2008; Pieterse et al., 2012).

No entanto, a sinalizagcdo hormonal ndo parece ser a unica maneira pela
gual o UPS esta envolvido nos mecanismos de defesa das plantas. O sistema UPS
€ responsavel pela degradacdo proteica, sendo um dos mais importantes
mecanismos para a regulacdo das duas principais linhas de defesa do sistema
imune inato das plantas, a imunidade desencadeada pelos PAMPs (pathogen-
associated molecular pattern) — PTI (PAMP-triggered immunity), e a imunidade
desencadeada pelo efetor - ETI (Effector-triggered immunity) (Shirsekar et al.,
2010).

A ETI pode ser traduzida na interacdo gene a gene, em que a proteina de
resisténcia do hospedeiro reconhece um efetor do patégeno, chamado de fator de
aviruléncia, resultando tanto na resposta hipersensitiva (HR), como na resisténcia
sistémica adquirida (SAR) (Jones e Dangl, 2006; Nicaise, 2017). Acredita-se que a
populacédo suscetivel de P. edulis, apos a inibicdo da sintese das proteinas desse
grupo, esteja implicada na reducédo da sua capacidade de defesa, até, de alguma
forma, chegando a favorecer a infeccéo pelo virus.

Ja4 as populacdes que apresentam resisténcia ao CABMV, o hibrido
interespecifico e P. setacea, apresentaram um sistema de regulacdo do
proteassoma mais eficiente que o da P. edulis, sugerindo que a sintese dessas

proteinas pode ser um evento chave para a defesa contra o virus.
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Proteinas relacionadas ao Metabolismo Energético

Além das proteinas relacionadas ao metabolismo proteico, as proteinas do
grupo metabolismo energético também foram analisadas. O processo de
metabolismo energético foi mais uma das respostas suprimidas pelo hospedeiro
suscetivel durante a defesa. Essa supressdo de proteinas do metabolismo
energético € comum em plantas infectadas por virus (Pineda et al., 2010; Paiva et
al., 2016), sugerindo que a planta pode se tornar menos apta a combater a infec¢éo
pelo virus quando ha essa supressdo na fase inicial da infeccdo. Em plantas de
tomateiro suscetiveis, infectadas com cucumber mosaic virus (CMV), a sintese de
algumas proteinas ligadas ao metabolismo energético foi suprimida e, por
consequéncia ocorreu a repressdo de genes que codificam proteinas do
metabolismo primario, envolvidas na fotossintese e respiragéo (Carli et al., 2010).

Por outro lado, existem estudos que evidenciam que as plantas, quando
estdo sob ataque de patégenos, podem alterar a rota dos fotoassimilados, alocando
os carboidratos da direcdo de sua defesa e ndo mais na direcdo do seu
crescimento. Esse processo € chamado de troca crescimento-defesa. Nesse
contexto, a supressédo da sintese das proteinas envolvidas na geracéo de energia
na espécie suscetivel pode ser desfavoravel para o hospedeiro, pois enfraquece o
seu metabolismo e sua capacidade de investir mais na geracédo de compostos de
defesa para bloquear a acao do patdégeno (Huot et al., 2014).

De acordo com estes resultados, a reducdo da sintese de proteinas
relacionadas ao metabolismo energético, em especial a fotossintese, € mais
evidente na interacdo compativel com o virus, com a espécie P. edulis, causando
maior impacto do aparato fotossintético e inibicdo das atividades metabdlicas
primarias na planta.

No caso da espécie P. setacea e do hibrido interespecifico, ndo foi tao
evidente a perturbacdo no mecanismo fotossintético, uma vez que nao foi detectado
desbalanco na sintese de proteinas como ocorreu na interacdo compativel. Desta
forma, acredita-se que as duas populacfes resistentes utilizam sua energia,
proveniente da fotossintese, em resposta a defesa das plantas na interacao

incompativel.
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Proteinas relacionadas a Defesa/Estresse e Sinalizagao

O grupo de proteinas relacionadas a defesa/estresse inclui as Heat shock
proteins (HSPs), principalmente, a Hsp90, peroxidases e proteinas associadas ao
sistema de regulacéo do proteassoma, que foram discutidas anteriormente.

As HSP90 estdo envolvidas na regulacdo e manutencao da integridade
estrutural de proteinas e na assisténcia a sobrevivéncia de células sob estresse,
realizando, muitas vezes, funcdes de chaperonas. Por esse motivo, muitas
chaperonas séo considerados como HSPs. A HSP90 promove o enovelamento de
proteinas (processo pelo qual a proteina adquire sua conformacéo tridimensional)
e impede a agregacdo de proteinas desdobradas. O virus produz véarias
perturbacdes na planta durante sua replicacdo, portanto, as plantas utilizam as
HSP90 para facilitar o enovelamento correto das proteinas nascentes, visto que
algumas podem se desdobrar e se agregar de maneira nao funcional (Jockusch et
al., 2001; Picard, 2002).

As HSPs foram primeiramente relacionadas ao estresse por choque
térmico, entretanto, podem estar associadas a varios tipos de estresses abioticos,
como seca, salinidade e frio. Além disso, elas também estdo associadas a
estresses bidticos (Park et al., 2015). As HSP90 desempenham um papel
importante na imunidade de plantas, intermediando as vias de transducéo de sinal
de resisténcia a doencas em plantas. A imunidade em plantas pode ser influenciada
por proteinas de resisténcia (R) que reconhecem proteinas efetoras dos patdégenos
(fatores de aviruléncia, Avr). As HSP90 ativam e estabilizam a proteina R,
contribuindo para o reconhecimento dos efetores de patégenos (Xu et al., 2012).

Ressalta-se que foi observado um acumulo de Glutationa peroxidase (GPX)
somente na espécie suscetivel. As Glutationa peroxidases sdo enzimas a base de
tiol que catalisam a reducéo de peréxido de hidrogénio e hidroperéxidos a agua ou
alcoois. As plantas utilizam a GPX, assim como outras enzimas, para decompor o
peroxido de hidrogénio nas células, atenuando a toxicidade destes compostos para
a célula e, com isso, modulando o estado de oxidac&do nas plantas (Navrot et al.,
2006; Passaia e Margis-Pinheiro, 2015).

O peréxido de hidrogénio, em particular, pode atuar também como uma
molécula de sinalizacdo que se difunde por meio das membranas e desencadeia
vias especificas de transducédo de sinal. A geracdo do peroxido de hidrogénio é

particularmente aumentada quando as plantas sdo submetidas a estresses
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bidticos, ou seja, sdo compostos que auxiliam a sinalizacdo de rotas de defesa e
estresse da planta (Veal et al., 2007; Veal e Day, 2011).

Por possuir um papel duplo, como um composto téxico e como uma
molécula sinalizadora, o peroxido de hidrogénio deve ser mantido em um nivel
micromolar muito baixo, pois caso a planta seja submetida a niveis aumentados de
peréxido de hidrogénio, o sinal sera propagado para os alvos reguladores,
resultando na ativacéo apropriada das respostas (Cotter, 2011).

Serra-Soriano et al. (2015), estudando o perfil proteico de plantas de melé&o,
observaram um actumulo de proteinas que decompdem o perédxido de hidrogénio
nas células, assim como a GPX, na interacdo compativel com o melon necrotic spot
virus (MNSV). Por outro lado, a atividade e os niveis de algumas enzimas
desintoxicantes (como a GPX) podem ser reprimidos em diferentes interacfes
planta-patégeno (Wu et al., 2013). A supressdo dessas enzimas desintoxicantes
pode ser crucial para o inicio da morte celular programada e, consequentemente,
pode levar a uma inibicdo da propagacao do virus na planta (Apel e Hirt, 2004). No
presente trabalho, a espécie suscetivel P. edulis apresentou aumento da sintese
dessas enzimas desintoxicantes (GPX).

Proteinas associadas a sinalizacdo estao relacionadas ao mecanismo de
defesa da planta, como a geracao de espécies reativas de oxigénio, a ativacdo da
HR e a biossintese de proteinas PR (Scheler et al., 2013). A funcédo da proteina
guanosine nucleotide diphosphate dissociation inhibitor (GDP inhibitor - GDI) na
defesa de plantas ainda néo foi muito estudada. Entretanto, acredita-se que essa
proteina age na inibicdo da troca de GDP por GTP. A GTP interage com efetores
gue atuam apos a ativacdo dos receptores da membrana celular (downstream
effectors) e, em seguida, aciona varias respostas celulares (Kawano et al., 2014).
Surpreendentemente, P. edulis inibiu a sintese dessa proteina, enquanto o hibrido
interespecifico e P. setacea aumentaram sua sintese. Este fato evidencia a
dificuldade das plantas de P. edulis em reagir as constantes acdes do virus,
resultando na expressdo dos sintomas e, conseqguentemente, no avanco da

doenca.
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Proteinas relacionadas ao Metabolismo de DNA

O grupo metabolismo de DNA apresentou proteinas correlatas aos outros
grupos, como por exemplo, as proteinas da classe chaperoninas e heat shock
protein (Defesa/Estresse) e as GDI (sinalizacdo), discutidas anteriormente.

As proteinas ribossémicas (ribosomal protein - RPLs), identificadas em
maior abundancia nesse grupo, sdo componentes da maquinaria ribossémica e séo
necessarias para a sintese de proteinas. Embora as RPLs sejam componentes de
maquinaria de traducdo, essas proteinas sdo suspeitas de terem funcdes
ribossémicas extras, como a sinalizacao de estresse (Warner e Mcintosh, 2009;
Nagaraj et al., 2016).

Mcgregor et al. (2009) observaram que plantas de batata doce induziram a
expressao dos genes da proteina ribossémica (RPLs), apos a infeccdo com dois
virus que séo os agentes causais de uma unica doencga, o sweet potato feathery
mottle virus e sweet potato chlorotic stunt virus. A alteragcdo dos niveis de
transcricao ribossdmica também foi observada em plantas de soja, infectadas com
0 soybean mosaic virus (Babu et al., 2008). Curiosamente, as trés espécies
estudadas neste trabalho também inibiram a sintese de proteinas ribossémicas.

N&o se sabe se 0 aumento na expressao destas proteinas ribossémicas €
uma resposta simples ao estresse, para compensar a célula hospedeira que pode
nao ter componentes de traducao suficientes para manter sua viabilidade, uma vez
gue muitos desses componentes sdo sequestrados pelo virus para sua traducao e
replicacdo do genoma (Babu et al., 2008). Uma das principais estratégias adotadas
pelo patégeno na infeccdo € a inducdo do aumento da replicacdo do RNA em
células vegetais maduras, reprogramando assim, a expressao do gene hospedeiro
(Hanley-Bowdoin et al., 2004).

A partir dessas analises, pode-se afirmar que mesmo o parental suscetivel
desencadeando algumas rotas de resposta e sinalizacdo de defesa como uma
tentativa de minimizar a infe¢cdo pelo virus, o hospedeiro ndo apresentou defesa

efetiva, e a interacdo compativel (virus-planta) foi estabelecida.

Interpretacéo geral da interacdo de populacdes de maracuja e o CABMV

Observou-se, no presente trabalho, que as alteracdes de varios processos

bioquimicos do hospedeiro, durante a infeccéo viral, podem ser essenciais para o
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estabelecimento da relagdo compativel ou ndo entre o CABMV e 0 maracujazeiro.
Destaca-se, portanto, a importancia da inibicdo de varios mecanismos de defesa
do hospedeiro e o papel das vérias proteinas, particularmente daquelas relativas
ao sistema de regulacdo do proteassoma e das que estéo ligadas ao estresse e
protecéo da planta, apresentando um papel central na defesa das plantas contra o
CABMV.

As plantas sdo consideradas suscetiveis ndo por uma impossibilidade de
responder ativamente a um estresse biético, mas porque nao responderam dentro
de um intervalo de tempo apropriado apds o contato com o patégeno. Portanto,
plantas suscetiveis podem reagir a infeccao até mesmo com maior intensidade em
comparagao com as resistentes, mas induzidas de forma retardada, caracterizando
a reacdo como sem valor para prevenir o estabelecimento da doenca (Kué¢ e
Preisig, 1984), o que em muitas vezes foi observado nos resultados do presente
estudo (Figura 3).
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Figura 3. Cronologia de aparecimento dos sintomas nas diferentes popula¢cfes estudadas
(Passiflora edulis, P. setacea e o hibrido interespecifico), destacando a classificacédo
funcional das proteinas em relacdo ao seu aumento (setas verdes) ou inibicdo (setas
vermelhas) em resposta ao CABMV.
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3.1.5 RESUMO E CONCLUSOES

Neste trabalho analisou-se a alteragdo do proteoma em trés populacdes de
maracuja: o hibrido interespecifico (populacdo segregante) e seus parentais,
P. edulis (suscetivel ao CABMV) e P. setacea (resistente), na interacdo com o
cowpea aphid-borne mosaic virus (CABMV), virus que causa o endurecimento dos
frutos do maracujazeiro.

A espécie suscetivel inibiu proteinas que podem ter funcdo chave na
resposta a defesa da planta, como as proteinas ligadas a regulacdo do
proteassoma e as HSPs, e ao mesmo tempo sintetizou proteinas que podem
prejudicar a sinalizacéo da infeccéo viral, como a glutationa peroxidase. Portanto,
mesmo respondendo a infeccdo, P. edulis ndo foi capaz de conter o
estabelecimento da doenca.

Ao contrario de P. edulis, o hibrido interespecifico e seu parental resistente
(P. setacea) sintetizaram proteinas que apresentam funcdes chave contra a
infeccédo viral, como as proteinas ligadas a regulacéo do proteassoma e as HSPs.
Este resultado sugere que a doenca se manifesta por uma falha no sistema de
sinalizacdo da espécie suscetivel, assim, mesmo que a planta ative algumas rotas

de resposta, essas nao sao eficientes no controle da doenca.
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3.2 RESPOSTAS DE POPULACOES SEGREGANTES DE MARACUJAZEIRO
AO CABMV. UMA ABORDAGEM EPIDEMIOLOGICA, SINTOMATOLOGICA E
GENETICA

RESUMO

O endurecimento dos frutos, virose causada pelo cowpea aphid-borne
mosaic virus (CABMV) € um fator limitante para a cultura do maracujazeiro,
diminuindo e inviabilizando a producéo. Cultivares com niveis de resisténcia ao
CABMYV estao sendo desenvolvidas a partir de retrocruzamentos interespecificos
pelo grupo de melhoramento genético do maracujazeiro da UENF. Estudos que
mostrem como as populacgdes segregantes respondem a infeccdo ao longo do
tempo e descrevam a resisténcia, sdo necessarios, pois, além de caracterizar 0s
gendtipos, torna-se possivel selecionar os mais promissores. Portanto, este
trabalho objetivou descrever a patogénese e avaliar a resisténcia no patossistema
Passiflora sp. x CABMV e selecionar os individuos mais resistentes para o avango
de geracdes no programa. Foram utilizadas cinco diferentes geracfes de
cruzamento: hibrido interespecifico, retrocruzamentos RC1.1 e RCi.2 € 0s parentais,
P. edulis e P. setacea. As plantas foram inoculadas em casa de vegetacdo e
avaliadas quanto a resisténcia ao CABMV. Foi calculada a area abaixo da curva de
progresso da doenca (AACPD) e estimados os componentes de variancia e valores

genéticos para as populagbes em estudo. Observou-se grande variabilidade
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genética entre os individuos de cada geracdo quanto a resisténcia ao CABMV,
tendo sido encontradas desde plantas assintométicas, até plantas expressando os
sintomas mais severos da doenca. Verificou-se a formacdo quatro grupos
fenotipicos, permitindo uma maior diferenciacdo entre as geracbes e seus
parentais. A presenca do CABMYV foi confirmada em plantas da geragcéo RC11 e de
P. edulis com sintomas caracteristicos da virose. Nas plantas assintomaticas, 75%
dos individuos foram consideradas resistentes, por PTA-ELISA e RT-PCR. A
geracao RC1, teve o maior numero de individuos selecionados para a resisténcia

ao CABMV que poderéo ser agregados ao programa de selegéo recorrente.

3.2.1 INTRODUCAO

O maracujazeiro-azedo (Passiflora edulis Sims) é a espécie mais
conhecida e estudada do género Passiflora, além de ser a espécie de maior
importancia econémica (Meletti, 2011). O Brasil é o maior produtor e consumidor
desta fruteira, com uma producdo em torno de 600 mil toneladas, e uma
produtividade de 14.103 t/ha no ano de 2018 (IBGE, 2020). Essa produtividade,
mesmo que alta, ainda apresenta potencial de crescimento para a producédo de
maracujazeiro no pais.

Entretanto, um dos principais fatores que impedem o0 aumento da
produtividade do maracujazeiro no Brasil e diminui a longevidade dos pomares no
campo, é a incidéncia de doencas. A virose do endurecimento dos frutos, causada
pelo cowpea aphid-borne mosaic virus (CABMV), um virus do género Potyvirus, se
destaca como a virose mais importante, se tornando um fator limitante para a
cultura (Cerqueira-Silva et al., 2014).

Essa virose acomete a planta inteira, causa sintomas de mosaico, bolhas e
deformacdo nas folhas, diminui o tamanho da planta e, no frutos, causa
deformacédo, com consequente reducdo do numero e da qualidade, inviabilizando
seu consumo e principalmente sua comercializacdo. O CABMV é um tipico
Potyvirus transmitido por varias espécies de afideos durante as picadas de prova,

0 que caracteriza a relagdo virus-vetor como sendo do tipo ndo-persistente e ndo
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circulativa (Di Piero et al., 2006). Por isso, ndo pode ser controlada de maneira
eficaz pelos métodos tradicionais de controle. Embora estudos apontem para
técnicas eficientes de manejo, essas ndo sdo capazes de erradicar a doenga nos
pomares comerciais (Spadotti et al., 2019). Como ainda ndo ha variedades de
maracujazeiros resistentes ao CABMV, a obtencdo de fontes de resisténcia
genética sao objetivos primordiais dos programas de melhoramento do
maracujazeiro-azedo no Brasil.

A espécie silvestre P. setacea é conhecida por apresentar resisténcia a
esta virose e se tornou uma espécie bastante estudada em programas de
melhoramento genético do maracujazeiro, ampliando a base genética do
maracujazeiro-azedo quanto a resisténcia, visto que as espécies comerciais nao
apresentam variabilidade genética para resisténcia ao CABMV (Fonseca et al.,
2009; Oliveira et al., 2013; Santos et al., 2015a; Freitas et al., 2015; Dos Santos et
al., 2019; Preisigke et al., 2020).

O grupo de pesquisa de melhoramento genético do maracujazeiro-azedo
visando a resisténcia ao CABMV, da Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro-UENF, recorreu a esta espécie silvestre para obter populacdes
segregantes, oriundas do cruzamento interespecifico entre P. edulis e P. setacea,
para dar inicio ao programa e gerar informacdes acerca do patossistema, apos a
observacéao de niveis de resisténcia em alguns hibridos interespecificos (Santos et
al., 2015a). Em um estudo sobre a base genética da resisténcia neste
patossistema, Freitas et al. (2015) constataram que a heranca da resisténcia &
poligénica, aconselhando o uso de grandes populacbes de estudo para obter
ganhos satisfatérios na selecéo.

Dando continuidade ao programa, Preisigke et al. (2020) avaliaram a
populagdo RCy, [(P. edulis x P. setacea) x P. edulis], com um grande numero de
individuos, quanto a resisténcia ao CABMV e selecionaram individuos superiores,
enquanto, Dos Santos et al. (2019), objetivando avaliar a diversidade genética
dessa mesma populacéo, acrescidos dos genitores (P. edulis, P. setacea e hibrido
interespecifico), observaram a formacdo de cinco grupos homogéneos e uma
ampla variabilidade entre os genotipos testados, evidenciando alguns genotipos
mais promissores para o segundo ciclo de retrocruzamento.

Além da continuidade do programa com o0 segundo ciclo de

retrocruzamento, € interessante incluir métodos de melhoramento mais complexos
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para este patossistema, como a selecdo recorrente, visto que a heranca da
resisténcia € poligénica. Para isso € de grande importdncia a etapa de
caracterizacdo dos individuos quanto as reacdes ao CABMV. A partir dessas
informacdes, se faz necessarios estudos que evidenciem como os individuos
respondem a infecgéo ao longo do tempo e descrevam a resisténcia em diferentes
geracgOes de cruzamento.

Portanto, este trabalho objetivou: i) avaliar a resisténcia em trés geracdes
segregantes de Passiflora sp. incluindo os parentais, ii) descrever a evolucdo da
doenca e as diferentes respostas dessas geracdes e seus parentais em relacédo a
patogénese iii) confirmar a resisténcia dos individuos assintomaticos por testes
sorolégicos e moleculares e iv) selecionar os individuos mais resistentes a fim de
agrega-los ao programa de selecéo recorrente do maracujazeiro e assim aumentar

a resisténcia nas populac¢des ao longo dos ciclos de selecao.

3.2.2 MATERIAL E METODOS

Obtencéao das populacdes, germinacado e condi¢cdo de crescimento

Foram utilizados os parentais P. edulis (suscetivel), P setacea (resistente),
o hibrido interespecifico (P. edulis x P. setacea) e as geracfes de retrocruzamento
RC11 (hibrido interespecifico x P. edulis) e RCi. (hibrido interespecifico x
P. setacea) totalizando 505 individuos avaliados (Tabela 1).

A populacéo suscetivel utilizada foi a cultivar ‘UENF Rio Dourado’, oriunda
do terceiro ciclo de selecdo recorrente do programa de melhoramento do
maracujazeiro da UENF (Viana et al., 2016). A populacdo resistente utilizada
pertence ao BAG da UENF. O hibrido interespecifico e as geracfes RC11 € RC1.2
foram obtidos através de cruzamentos artificiais. Estes cruzamentos foram
realizados conforme metodologia descrita por Santos et al. (2015a) e foram

realizados respeitando o horario da antese de cada espécie.
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Tabela 1: Origem e identificacdo das populagbes de estudo, compostas por geracdes de
retrocruzamento (RC11 e RC1>), hibridos interespecificos (Hi1) e os genitores Passiflora
edulis e P. setacea e distribuicdo dos genétipos na area experimental

Descricao Cruzamentos Identificacdo das Total de plantas
geracodes por
bloco

Genitor Passiflora ‘UENF Rio Dourado’ Bl: 206 - 253 102

edulis Bll: 452 - 505

Genitor P. setacea BAG da UENF Bl: 92 - 148 108
Bll: 344 - 394

Geragao Hi Pe x Ps* Bl: 1-59 112
Bll: 254 - 306

Geracao RC1.1 H1-15* x P. edulis Bl: 188 - 205 36
Bll: 434 - 451

Geracao RC1.1 H2-10** x P. edulis Bl: 168 - 187 39
Bll: 415 - 433

Geracado RC1.1 H5-14** x P. edulis Bl: 149 - 167 39
Bll: 395 - 414

Geracao RC1. H1-15* x P. setacea Bl: 82-91 23
Bll: 331 - 343

Geracao RC1. H2-10** x P. setacea Bl: 65 - 81 33
BIl: 315 - 330

Geracédo RC1.2 H5-14** x P. setacea Bl: 60 - 64 13
BIl: 307 - 314

Total 505

*Pe= P. edulis; Ps= P. setacea.
**hibridos interespecificos selecionados por Santos et al. (2015a).

Devido a baixa taxa de germinacéo, as plantas da espécie P. setacea e das
geracdes hibrido interespecifico e RCyi2 foram obtidas por cultivo in vitro de
embrido. Ja as plantas da espécie P. edulis e a geracdo RC11 foram obtidas por
germinacgdo convencional, em substrato comercial Basaplant®.

Para o cultivo de embrido, as sementes sem tegumento foram
desinfestadas em alcool 70%, por 30 segundos, em seguida, em solucdo de
hipoclorito de sédio a 0,5% com duas gotas de Tween® 20 a cada 100 mL, durante
15 minutos e enxaguadas por trés vezes em agua deionizada autoclavada, em
camara de fluxo laminar. Posteriormente, os embrides foram excisados com auxilio
de pinca e bisturi sob um microscépio estereoscépio (Tecnival®), e colocados para

germinar em meio de cultivo.
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O meio de cultivo utilizado foi o meio MS, com metade da concentragéo dos
sais minerais, modificado por Monteiro (2000), e as vitaminas de White (Murashige
e Skoog, 1962), acrescidos de 100 mg L* de myo-inositol, 30 g L'! de sacarose e 6
g L'* de &gar Merck®, pH ajustado para 5,7.

Ap6s a autoclavagem dos frascos contendo o meio, por 20 minutos a 121 °C
e 1,0 atm, foram inseridos oito embrides por frasco, e estes foram mantidos na sala
de crescimento com temperatura de 27+2 °C no escuro, por sete dias. Em seguida
eles foram transferidos para luz com fotoperiodo de 16:8 horas de luz:escuro e
luminosidade fornecida por lampadas OSRAM® luz do dia, com intensidade
luminosa de 54 ymol m2s™. Aos 30 dias de cultivo as plantulas foram transferidas
para a casa de vegetacao, em copos plasticos, com capacidade 0,6 L, contendo
substrato comercial Basaplant®.

Para a obtencédo das plantas das geracdes P. edulis e RCy11, as sementes
foram desinfestadas em uma solucéo de hipoclorito de sédio a 0,5% por 15 minutos.
Apoés lavagem em agua corrente, as sementes permaneceram imersas em agua
por 1 hora. A semeadura foi feita em bandejas de isopor de 128 células, contendo
substrato comercial Basaplant®, e foram mantidas em casa de nebulizacdo até o
estadio de plantula. Posteriormente, as plantulas foram transferidas para casa de
vegetacao e transplantadas para copos plasticos, idénticos ao utilizado para as
outras geracdes, contendo substrato comercial Basaplant®.

Apés seis meses as plantas foram transplantadas para vasos com
capacidade para 7 L, contendo uma mistura de terra preta adubada e substrato
comercial Basaplant® (2:1). O substrato comercial foi utilizado nessa mistura para
ajudar na aeracao do solo. Todas as plantas foram mantidas em casa de vegetacao
durante todo o experimento. Os tratos culturais seguiram as recomendacdes para
cultura (Abreu, 2011).

O delineamento experimental utilizado foi em blocos ao acaso, com duas
repeticbes, desbalanceado para plantas dentro de tratamento (geracdes e

parentais).

Identificacdo do isolado viral por PTA-ELISA e RT-PCR

Os dois testes (soroldgico por Plate Trapped Antigen — Enzyme Linked

Immunosorbent Assay — PTA-ELISA e molecular por Reverse Transcription —
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Polymerase Chain Reaction - RT-PCR) foram realizados no Instituto Biol6gico no
municipio de S&o Paulo — SP, de acordo com protocolo utilizado por Santos et al.
(2015a).

Os testes foram realizados com folhas de 11 individuos de P. edulis [Pe
(206, 211, 212, 219, 220, 231, 238, 461, 473, 482 e 499)] e dois de RC11 (178 e
426) que apresentaram sintomas classicos de mosaico, bolhas e deformacao foliar.
O primeiro teste foi o sorolégico, por PTA-ELISA, utilizando antissoro policlonal
especifico para o CABMV (doado pelo Dr. J.A.M Rezende, ESALQ), no intuito de
comprovar a identidade do virus e confirmar a infeccdo. Como controle negativo
foram utilizadas amostras de tecido foliares sadias de P. edulis (1 g), e como
controle positivo foram utilizadas folhas de P. edulis previamente infectadas com
CABMV, que apresentavam sintomas de mosaico e deformagéo foliar.

A absorbancia em PTA-ELISA foi lida a 405 nm, utilizando-se o aparelho
Microplate reader 3550-UV (Bio-Rad), em triplicatas. Os resultados foram
analisados pela média da leitura das amostras infectadas sobre as amostras sadias
(I/S). As amostras foram consideradas positivas quando a média das leituras de
absorbancia foi trés vezes superior a obtida para o controle negativo.

O segundo teste realizado foi 0 molecular, por RT-PCR. Para esse teste foi
utilizado primers desenhados para o anelamento na porcdo gendmica dos
Potyvirus, correspondente a proteina de inclusao citoplasmatica cilindrica (CI). O
RNA total foi extraido a partir de 0,2 g de folha de maracujazeiro infectado,
utilizando-se o produto comercial TRizol® Reagent (Invitrogen), seguindo as
recomendacbes do fabricante. A sequéncia das moléculas de DNA
complementares (cDNA) foi sintetizada com aproximadamente 100 ng de RNA
total, utilizando a enzima M-MLV reverse transcriptase (Invitrogen), seguindo as
recomendacbes do  fabricante, utilizando o  primer CIRev (%
ACICCRTTYTCDATDATRTTIGTIGC 3’) para anelar a regiao genémica do CI (Ha
et al., 2008).

Para a PCR, foram utilizados 5 pyL do cDNA e o par de primers (10
pmoles/uL) desenhados para anelar a regido genémica do Potivirus Cl, CIRev/
ClFor (5 GGIVVIGTIGGIWSIGGIAARTCIAC 3’), permitindo amplificacdo de
fragmentos de DNA de aproximadamente 600 pb. As condi¢cdes da PCR foram de:
5 min a 92 °C, seguido de 40 ciclosde 50sa 92 °C,1 mina54°Ce30sa72°C,

com uma extensao final de 5 min a 72 °C (Ha et al., 2008). As amostras foram
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amplificadas em termociclador PTC100 (MJ Research) e os fragmentos de DNA
visualizados em gel de agarose 1%, corados com brometo de etideo 0,01%, sob
luz ultravioleta (Sambrook et al., 1989).

Preparacédo do in6culo do virus e inoculagao

Utilizou-se um isolado de CABMV obtido de plantas de maracujazeiro-
azedo com sintomas tipicos da virose, coletadas na area experimental do Colégio
Agricola Anténio Sarlo, em Campos dos Goytacazes - RJ.

O isolado viral foi identificado por meio de RT-PCR, utilizando os primers
desenvolvidos por Ha et al. (2008) e detectado por PTA-ELISA (Santos et al.,
2015a). Para uma constante producao de inéculo, o isolado foi mantido em plantas
de maracujazeiro suscetiveis, cultivadas em casa de vegetagao.

O indculo foi preparado em almofariz, por meio de maceracéo das folhas
sintomaticas de maracujazeiro, na propor¢cao de 1 g de tecido foliar para 10 mL de
solugéo tampao fosfato de sodio 0,1 M, pH 7,0, utilizando-se carborundum (600
mesh) como abrasivo. As plantas foram inoculadas mecanicamente, aos 10 meses
apos o transplantio, ao entardecer (17 as 18 horas), esfregando, com uma
compressa de gaze, a suspensao com 0 virus na superficie adaxial das primeiras
guatro folhas completamente expandidas. Foi realizada a reinoculacdo das plantas

48 horas apo0s a primeira inoculacao, para evitar escapes.

Avaliacdo dos sintomas

As avaliacdes dos sintomas da virose nas plantas foram iniciadas sete dias
ap6s a segunda inoculacdo, sendo avaliadas semanalmente, durante sete
semanas. As avaliacdes foram feitas visualmente em folhas jovens: a partir da
terceira folha mais jovem nos ramos novos; e na planta inteira: pela distribuicdo dos
sintomas da virose em toda a area ocupada pela planta. A severidade dos sintomas
foi quantificada por meio de uma escala de notas com modificacdes, proposta por
Novaes e Rezende (1999), e modificada por Oliveira et al. (2013). Essas avaliacfes
foram realizadas nos 505 individuos das cinco geracdes.

Para folhas jovens, as notas da escala variaram de 1 a 4, onde 1 = Auséncia

de sintomas; 2 = Mosaico leve sem deformacéo foliar; 3 = Mosaico severo sem
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deformagé&o foliar; e 4 = Mosaico severo com bolhas e deformagéo foliar. As
avaliacOes da severidade dos sintomas na area total da planta foram realizadas
com escala também variando de 1 a 4, onde 1 = Planta sem sintomas; 2 = Poucas
folhas com sintomas, mosaico leve ou enrugamento leve nas folhas; 3 = Quantidade
moderada de folhas com sintomas, mosaico leve e enrugamento nas folhas; e
4 = Muitas folhas com sintomas, mosaico, enrugamento severo e deformacao nas
folhas.

Ao final das avaliacdes, os dados obtidos, por meio da escala de notas,
foram utilizados para calcular a area abaixo da curva de progresso da doenca
(AACPD) para folhas jovens e para a area total da planta (Campbell e Madden,

1990), para cada genétipo avaliado, utilizando a equacéo:

n-—1
RV
AACPD = Z %(7}“ —T)
i=1
Em que:
Yi = proporgéo da doencga na i-ésima observagao;
Ti = tempo em dias da i- ésima observacao; e

n = numero de observacgoes.

Para a analise de deviance, estimacdo dos componentes de variancia
(REML) e ranqueamento dos melhores individuos (BLUP), foram utilizados
somente 295 individuos referentes as seguintes geracdes: Hibrido interespecifico,
RC11 e RCy2. Portanto, os valores obtidos com o célculo da AACPD e os valores
da severidade maxima foram submetidos a analise de deviance e foram estimados
0s componentes de variancias, via REML, com base somente na AACPD. As
analises foram realizadas utilizando o programa Selegen-Reml/Blup, para familias
de irmaos completos (Resende, 2016), que segue 0 modelo estatistico:

y=Xr+Zg+Wp+e
Em que:

y = vetor de observacdes;
r = vetor dos efeitos de repeticdo (assumidos como fixos) somados a média geral;
g = vetor dos efeitos genotipicos individuais (assumidos como aleatorios);

p = vetor dos efeitos de parcelas (aleatorios) e;
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e = vetor de erros (aleatorios). As letras mailsculas representam as matrizes de

incidéncia para os referidos efeitos.

De acordo com modelo descrito em Viana e Resende (2014), a ANADEV

foi obtida da seguinte forma:
D = —2In(L)

In(L) = —1/2In|X'V — 1X| = 1/2In|V]| = 1/2(y — Xm)'V — 1(y — Xm),

Onde:

In(L) = ponto maximo da funcéo de logaritmo de maxima verossimilhanca restrita
(REML);

y = vetor da variavel analisada;

m = vetor dos efeitos das observacdes, assumido fixo;

X = matriz de incidéncia dos efeitos fixos; e

V = matriz de variancia-covariancia dey.

O teste estatistico LRT (teste de razdo de verossimilhanca) foi utilizado

para testar o significado dos efeitos, da seguinte forma:
LRT: | — 2In(Lse) + 2In(Lfm)
Onde:

Lse = ponto maximo da func¢éo de maxima verossimilhanca para o modelo reduzido
(sem os efeitos) e;
Lfm = ponto maximo da funcdo de maxima verossimilhanca para o modelo

completo.

Foram estimados os seguintes componentes de variancia:

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

se a epistasia;
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afz: variancia fenotipica individual;

h?a: herdabilidade individual no sentido restrito, obtida ignorando-se a fragdo, Y,

da variancia genética de dominancia,

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

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

Os 295 individuos das trés geracdes foram ranqueados com base nos
valores genotipicos (u+a) estimados pelos BLUP — Melhor Predi¢do Linear ndo
viciada. Em seguida, foram escolhidos os 60 melhores individuos (que
apresentaram 0s menores valores) para cada variavel, 0 que representa
aproximadamente 20% dos individuos avaliados.

As analises foram realizadas utilizando o modelo estatistico 147 do
programa Selegen. Este modelo possibilita avaliacéo de individuos em progénies
de irmaos completos com varias observacdes por parcela, sendo a avaliacdo em
um local, em delineamento de blocos ao acaso, com varias plantas por parcela.

Os valores genotipicos (u+a) estimados para AACPD e severidade maxima
foram utilizados para agrupar os genétipos nos biplots. PC1 ficou situado no eixo
horizontal, considerando os valores da AACPD; enquanto PC2 ficou situado no eixo
vertical, considerando os valores da severidade maxima. A analise estatistica foi
realizada utilizando o pacote ggplot2 (Wickham, 2016) e ggrepel (Slowikowski,
2019), implementados no software R (R Core Team, 2018).

Confirmacéao da resisténcia ao CABMV

Apés a avaliacdo visual e identificacdo de genotipos assintomaticos de
Passiflora spp., realizou-se o PTA-ELISA e RT-PCR, com o objetivo de se confirmar
a resisténcia ao CABMV. Devido ao grande numero de plantas assintomaticas, foi
realizada uma amostragem dos gendtipos sem sintomas, e como controle positivo
adicional, foram utilizados 11 genétipos de P. edulis e dois do RC11 com sintomas
da doenca.

Ao total, foram utilizados 125 individuos que corresponderam as trés
geracOes e aos dois parentais, sendo 73 individuos da espécie P. setacea, nove
individuos da geracdo Hi, seis individuos da geracdo RC11 e 24 individuos da

geracao RC1.. O PTA-ELISA foi realizado de acordo com o descrito anteriormente.
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3.2.3 RESULTADOS

Severidade dos sintomas com base na incidéncia, na AACPD e Smax

Neste trabalho foram analisadas respostas das trés geracdes oriundas do
cruzamento Passiflora edulis x P. setacea e seus parentais quando submetidas a
infeccdo pelo CABMV. Foram realizadas avaliagbes fenotipicas e testes
sorologicos e moleculares a fim de confirmar a identificagdo do isolado viral e a
resisténcia ao CABMV em cada uma das populagoes.

As trés geracOes avaliadas e o0s seus parentais - Passiflora edulis (Pe), P.
setacea (Ps), hibrido interespecifico (H1) e os retrocruzamentos RC11 e RCi.o,
apresentaram ampla variacdo dos sintomas ao longo do periodo de avaliagdo. Com
isso, a amplitude da area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD)
apresentou valores altos, com excecdo para as geracdes Ps e RC1. (Figura 1A).
Houve variacdo desde plantas assintomaticas (Ps, Hi1 e RCi»), até plantas
expressando sintomas severos da virose (Pe e RC11), como mosaico, bolhas e
deformac®es foliares (Figura 2).

Na primeira avaliacéo, aos sete dias apés a inoculacéo (DAI), 28,43% das
plantas da populacao Pe, 21,40% das plantas da geracao Hi e 26,31% das plantas
da RC.1, j& apresentavam sintomas que se caracterizavam por mosaico leve nas
folhas novas. O parental Ps e a geragdo RC1. comegaram a expressar os sintomas
mais tardiamente, aos 21 e 14 DAI respectivamente, quando aproximadamente
7,5% das plantas de ambas geracbes, apresentavam sintomas brandos de
mosaico.

As plantas do parental Pe apresentaram quantidade crescente de
individuos doentes ao longo da avaliacdo, variando de 28,5% de incidéncia na
primeira avaliacdo e chegando a 100% de incidéncia de virose, ao final do
experimento. Dessas plantas, aproximadamente 70% apresentavam as nhotas
maximas (Smax=4), na ultima avaliacdo, de acordo com a escala de notas utilizada.
Esse valor de severidade ndo foi o maior apresentado ao longo da avaliacdo, pois
houve uma pequena reducdo na severidade das plantas nas duas Ultimas
avaliacOes (Figura 1B). Essa reducdo pode estar relacionada com a replicacdo do

virus no interior da planta.
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Ao longo do periodo de avaliacdo as plantas do parental Ps apresentaram
resposta de resisténcia ao CABMV, o que ja era esperado. Houve aparecimento de
sintomas, porém, ocorreu em menos de 8% das plantas. Esses sintomas né&o
passaram de mosaico leve nas folhas novas (Smax=2), chegando a desaparecer
até o final das avalia¢des. Portanto, nenhuma planta dessa populagédo apresentou
sintoma da virose em folhas novas na ultima avaliacao (Figura 1C). Nenhuma outra
geracao apresentou um perfil de resposta similar ao de Ps.

A geracdo Hi apresentou uma crescente proporcdo de plantas com
sintomas da virose em folhas novas nas trés primeiras avaliagdes, dobrando o
namero de plantas doentes na segunda avaliacdo. Na quinta e sexta avaliacdes o
ndamero de plantas com sintomas voltou a crescer, chegando a aproximadamente
82%. Ao final das avaliacOes essa geracao apresentou 81 plantas com sintomas da
virose em folhas novas (Figura 1D). Ao longo das avaliacdes néo foi observado
plantas apresentando a nota maxima da escala de notas, ou seja, 0s sintomas nao
passaram de mosaico e um inicio de formacéo de bolhas nas folhas novas, porém
sem deformagéo foliar (Smax=3).

Aproximadamente 26% das plantas da geracdo RCi: ja apresentavam
sintomas na primeira avaliacdo, e a incidéncia de plantas doentes seguiu
aumentando até a quinta avaliacdo, chegando a 83,5% de incidéncia. ApGs esse
periodo ocorreu uma pequena queda no numero de plantas com sintomas,
apresentando um perfil similar ao da geracdo H; (Figura 1E). Os sintomas
expressos pelas plantas dessa geracdo foram desde mosaico leve nas folhas
novas, até a formacao de bolhas e deformacdes foliares em toda a planta, ou seja,
alcancando as notas mais altas da escala de notas (Smax=4).

As plantas da geracdo RC1., comegaram a expressar alguns sintomas leves
da virose aos 14 DAI, e a incidéncia de plantas com sintomas foi crescente até a
guarta avaliacao, chegando a 17,5% de incidéncia. Ao final da avaliacdo apenas
oito plantas apresentavam sintomas de mosaico leve nas folhas novas (Figura 1F).
Assim como o hibrido interespecifico, ndo foram observadas plantas apresentando
a nota maxima de acordo com a escala de notas. Portanto, além de poucas plantas
com sintomas da virose, esses sintomas foram brandos e ndo chegaram a deformar
as folhas, exibindo as caracteristicas de resisténcia a virose do P. setacea
(Smax=2).
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Figura 1. Progresso da doenca para as cinco geracfes de estudo. A: Valores maximo e
minimo da area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD). B: Regressao da
AACPD para a espécie Passiflora edulis. C: Regressdo para P. setacea. D: Hibrido
interespecifico. E: Primeira geracdo de retrocruzamento entre P. edulis e o hibrido
interespecifico e F: Primeira geracdo de retrocruzamento entre P. setacea e o hibrido
interespecifico.
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Figura 2. Variacdo dos sintomas apresentados pelas cinco geracbes de estudo.
A: P. setacea sem sintomas (nota 1). B: RC1., apresentando severidade nota 2. C: H. com
severidade nota 2. D: RC12 com nota 2. E: RC11 com nota 3. F: P. edulis com nota 3. G:

RC.1 com nota 4. H, | e J: P. edulis com nota 4.
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O método grafico de analise, via GGE biplot, foi empregado para investigar
a variacdo da AACPD (PC1) e a severidade maxima (PC2), pois facilita a avaliagdo
visual da interacdo da AACPD e a severidade maxima. Os resultados indicaram
gue o PC1 foi responsavel por 96,4% e o PC2 por 3,6% do total da variancia entre
as variaveis para resisténcia a virose.

Observou-se a formacéo de quatro diferentes grupos de Passiflora sp., com
base em sua resisténcia a virose, no grafico GGE biplot, indicando que se formou
um grupo para cada classe de resisténcia (3=resistente; 1=moderadamente
resistente; 2=moderadamente suscetivel; 4=suscetivel).

Os grupos 1 e 2 incluem os individuos que apresentaram os valores
intermediarios quanto a resisténcia. Nestes grupos estéo incluidos, em sua maioria,
individuos que pertencem as geracfes: hibrido interespecifico e RCyy,
respectivamente. No grupo 3 estéo incluidos individuos que pertencem a populagéo
P. setacea e a geracdo RCi2, sendo o grupo dos individuos mais resistentes. O
grupo 4 representa o grupo dos individuos mais suscetiveis e estdo incluidos, em

sua maioria, individuos da populacéo P. edulis (Figura 3).
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Figura 3. Analise do GGE biplot baseado nos valores de area abaixo da curva de progresso da doenca (PC1) e nos valores de severidade
méximas (PC2), obtidos a partir de cinco geracgdes segregantes de Passiflora sp. inoculadas com o CABMV. Grupo 1 engloba individuos em
sua maioria da geracéo Hi:. Grupo 2, da geracdo RC1.1. Grupo 3, da geracdo RC1 ., e do parental P. setacea. E o grupo 4, do parental P. edulis.
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Confirmacao da identificagéo do isolado viral e da resisténcia ao CABMV

Os testes sorolégicos (PTA-ELISA) e moleculares (RT-PCR) foram
realizados em 125 amostras. Destas, 11 amostras eram de P. edulis e duas do
RC.1, e apresentavam sintomas de mosaico, bolhas e deformacéo foliar, e 112
eram amostras assintomaticas pertencentes ao P. setacea e as gerac¢des do hibrido
interespecifico RC1.1 e RCy.2,

Todas as 13 amostras sintomaticas reagiram positivamente com o
antissoro policlonal contra CABMV (As-CABMV). As amostras positivas
apresentaram valores bem elevados, variando de 0,57 a 0,98 nm, em relagéo as
amostras negativas, que variaram de 0,08 a 0,095 nm (Figura 4). Essas mesmas
amostras foram submetidas a extracdo de RNAs totais e RT-PCR, com primers
universais para espécies do género Potyvirus, e apresentaram bandas do tamanho
esperado, de cerca de 700 pb, de uma por¢cdo gendmica que inclui a proteina de
incluséo citoplasmatica cilindrica (CI) do CABMV (Figura 4 e 5).

Os testes sorolégicos e moleculares confirmaram que os isolados
provenientes de Campos dos Goytacazes - RJ, pertencem a espécie Cowpea
aphid-borne mosaic virus.

Para confirmar a resisténcia ao CABMV, foi realizado o teste soroldgico
para avaliar os 112 individuos das populacdes RC1.1, RC1.2, hibrido interespecifico
e P. setacea, que ao final das avalia¢des visuais permaneceram assintomaticos,
comparando com P. edulis, como controle positivo.

Os controles positivos tiveram valores de absorbancia elevados,
confirmando que o teste foi realizado corretamente e que o antissoro utilizado
reconheceu o isolado viral. Com a realizacdo do teste foi possivel confirmar a
resisténcia dos individuos analisados de P. setacea, da geracdo RC1.2 e do hibrido
interespecifico, os quais ndo reagiram positivamente com o antissoro policlonal
especifico para o CABMV, significando que ndo foi possivel detectar o virus nestas
plantas. Apenas dois individuos pertencentes a geracdo RCii reagiram

positivamente com o antissoro (Figura 4).
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Figura 4. Resultados do teste soroldgico (PTA-ELISA) e do teste molecular (RT-PCR) em amostras
de folhas assintomaticas e sintomaticas Passiflora sp. inoculadas com o CABMV. Barras vermelhas,
para o teste sorologico, indicam as amostras que reagiram negativamente com o antissoro policlonal
contra CABMV (As-CABMV) e as barras azuis indicam que reagiram positivamente. Para o teste
molecular, as barras azuis indicam as amostras que apresentaram bandas do tamanho esperado de
uma porcdo gendmica do CABMV, enquanto as barras vermelhas indicam as amostras que néo
apresentaram bandas especificas do CABMV.
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O teste molecular demonstrou um resultado um pouco diferente, mas ainda
assim confirmou a resisténcia da maioria dos individuos assintomaticos analisados.
Observou-se no teste molecular uma maior quantidade de individuos reagindo
positivamente a presenca do CABMV. Dentre os 73 individuos de P. setacea, sete
apresentaram bandas de cerca de 700 pb, similares as do controle positivo (Figura
5). Dos 24 individuos da geragdo RC1 ., seis reagiram positivamente a presenca do
CABMV. E todas as amostras das geracbes H: e RCi: analisadas reagiram
positivamente a presenca do CABMV.

M 281 283 285 289 291 293 295 297 299 301 305 307 309 311 313 315 317 319 C+

800 pb

M 355 357 280 282 284 286 292 294 314 316 318 320 332 334 336 C+ C-

-

- i)
Bane +BaP0a%00

Figura 5. Perfil de 33 amostras obtidas da RT-PCR a partir de RNASs totais extraidos de Passiflora
setacea inoculados com o CABMV. Amostras de numero 293, 355, 357, 292 e 294 consideradas
infectadas pelo CABMV, apresentando bandas com tamanho esperado de cerca de 700pb. C+=
controle positivo. M= Marcador de tamanho de DNA 1 Kb DNA ladder.
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Avaliacdo genética para a resisténcia ao CABMV

A significancia dos efeitos genotipicos estimados foi avaliada pela analise
de deviance, por meio do teste da razao de verossimilhanca (LTR), e foi observada
significancia para o efeito de parcela a 1% de probabilidade para o carater
resisténcia, com base nos valores da AACPD e da severidade maxima (Tabela 2).
Essa significancia indica a existéncia de variabilidade genética entre os individuos
dentro de cada parcela, o que ja era esperado em se tratando de uma avaliacao
com individuos contrastantes em relacéo a resisténcia. Porém, nédo foi observada
significancia entre as geracoes.

Ao estimar os parametros genéticos, observou-se que a variancia
genotipica (0,28 e 0,77) foi a que mais contribuiu para a variancia fenotipica (0,29
e 0,85) tanto para AACPD quanto para sevmax, respectivamente (Tabela 2).

Os valores estimados para herdabilidade com base na média de familia
foram maiores do que os estimados para herdabilidade individual tanto para
AACPD (95,37 e 42,96) como para sevmax (92,24 e 40,35) respectivamente, o que
era esperado uma vez que os efeitos ambientais sdo minimizados pelo nimero de
repeticdes e de plantas por parcela (Tabela 2). Isso indica que a selecéo de familias
pode contribuir para reduzir a severidade da doenca do endurecimento dos frutos
No maracujazeiro.

Foi observado também um alto valor de acuracia seletiva, superior a 97%
para a AACPD e 96% para a sevmax. A acuracia € a fidedignidade na estimacgao
dos valores genéticos com base nos valores fenotipicos. Esse valor elevado mostra
uma alta precisdo em estimar os valores genéticos individuais, ou seja, transmite

uma alta confiabilidade dos valores genotipicos preditos em relacéo ao valor real.
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Tabela 2. Analise de deviance e estimativa dos parametros genéticos, via procedimento
REML, para a caracteristica &rea abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) e para
a severidade maxima (Sev max), em trés geracdes segregantes obtidas do cruzamento
entre Passiflora edulis e P. setacea

Efeitos AACPD Sev max
Deviance 2LTR(x?) Deviance 2LTR(x?)
lGeragdo 282,12 3,31 6,79 2,53
Parcela 277,57 7,85** 21,90 17,64**
Modelo completo 285,43 4,26
Estimativas dos parametros
o” fenotipica 0,2984 0,8507
o genotipica 0,2836 0,7784
h*a 42,96 40,35
h®*mp 95,37 92,24
Acprog 0,9766 0,9604
Média 1,415 2,103

! Deviance do modelo ajustado sem os efeitos de geracdes e parcelas, ’LTR, teste
da razdo de verossimilhanca de distribuicio com 1 grau de liberdade, e **
significativo a 1% de probabilidade, pelo teste x2. *significativo a 5% de
probabilidade

Panorama da selecéo para resisténcia em diferentes populacdes

Considerando as trés geracdes oriundas do cruzamento entre P. edulis e
P. setacea, foram calculados os valores genéticos, via BLUP, para as variaveis
AACPD e severidade maxima, a fim de ranquear os melhores individuos quanto a
resisténcia ao CABMV.

Os valores genotipicos (u+a) dos individuos variaram de 0,49 a 3,74 e de
0,17 a 4,31, para a AACPD e severidade maxima, respectivamente. Os maiores
valores correspondem aos individuos mais suscetiveis, e 0s menores valores aos
individuos mais resistentes, indicando uma grande diferenca na resposta a
resisténcia nas trés geracdes avaliadas.

Embora a maioria dos individuos selecionados sejam da gera¢do RC1.2, 0s
10 primeiros ranqueados pertencem as geracdes Hi e RCy 1, tanto para a AACPD

guanto para a severidade maxima.
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Foram ranqueados 60 individuos com os menores valores genéticos para
cada variavel avaliada, AACPD e severidade maxima, correspondendo a
aproximadamente 20% da populagéo. Desses 60 individuos, 52 foram coincidentes
para as duas variaveis, sendo quatro genétipos da geracdo Hi, seis da RC1.1 e 42
da geracao RCy > (Tabela anexo).

Discussao

Para a avaliacdo da resisténcia ao CABMV, em nivel fenoldgico, foram
utilizadas neste trabalho, a Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenca
(AACPD) e a severidade maxima (Smax), como as variaveis de estudo nas trés
geracOes de cruzamento e nos seus parentais.

A AACPD é uma variavel utilizada para representar o efeito acumulado das
doencas ao longo do tempo, caracterizando interacdes entre patdégeno, hospedeiro
e ambiente (Campbell e Madden, 1990). Para o patossistema Passiflora sp. e o
CABMYV, essa variavel tem sido utilizada em diversos trabalhos (Santos et al.,
2015a; Freitas et al., 2015; Sacoman et al., 2018) e tem se mostrado eficaz em
distinguir os genotipos suscetiveis dos resistentes e dos moderadamente
resistentes.

Neste presente trabalho, foram observadas plantas apresentando todas as
classes fenotipicas em relacéo a resisténcia, indo da alta suscetibilidade até a alta
resisténcia, e também as classificacdes intermediarias - moderadamente resistente
e moderadamente suscetivel, mostrando que a variavel AACPD foi eficiente em
distinguir as classes fenotipicas, assim como 0s resultados obtidos por Santos et
al. (2015a).

O fato de, neste trabalho, terem sido avaliadas as diferentes geracdes de
cruzamento entre as espécies P. edulis e P. setacea, juntamente com seus
genitores, gerou essa gama de classes fenotipicas. Sacoman et al. (2018),
avaliando somente as espécies P. edulis e P. setacea apds inoculacao artificial do
CABMV, em condi¢cbes controladas, encontraram somente duas classes
fenotipicas, altamente suscetivel e altamente resistente, confirmando a
suscetibilidade e resisténcia, respectivamente, das espécies em estudo. Ja Santos
et al. (2015a), em avaliacdo quanto a resisténcia ao CABMV do hibrido
interespecifico e seus parentais (P. edulis e P. setacea) e Freitas et al. (2015),

analisando o hibrido interespecifico, a primeira geragdo de retrocruzamento e 0s
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seus parentais (P. edulis e P. setacea), encontram uma gama maior de classes
fenotipicas. Nos trés trabalhos foi utilizado a varidvel AACPD para representar a
epidemia e distinguir os gendtipos quanto a resisténcia ao CABMV.

Embora neste trabalho tenham sido identificadas plantas que nao
apresentaram nenhum sintoma da virose, também foram observadas plantas da
espécie resistente, P. setacea, apresentando sintomas, mesmo que leves, de
mosaico. Este fato pode estar relacionado com a quantidade de genes envolvidos
na resposta a infec¢do, uma vez que, além de existirem indicios de a doenca
apresentar heranca poligénica, foram detectados sete Locos de Caracteristica
Quantitativa (QTL) de menores efeitos para resisténcia ao virus em sete dos nove
grupos de ligacdo, em um trabalho de mapeamento genético da resisténcia de
Passiflora sp. ao CABMV (Freitas et al., 2015; Santos et al., 2019). Além desses
fatores, deve-se também considerar a hipotese de variabilidade genética do virus.

Por outro lado, nem todas as plantas da espécie suscetivel, P. edulis,
apresentaram os niveis maximos de doenca ao final da avaliagdo, de acordo com
a escala de notas utilizada, permanecendo ainda algumas plantas com sintomas
leves de mosaico nas folhas novas. Essa variabilidade pode estar associada a
heterogeneidade genética do género Passiflora, visto que sdo plantas de
polinizacéo cruzada (Bruckner et al., 2002). Porém, essa variabilidade, dentro da
espécie P. edulis para resisténcia a virose do endurecimento dos frutos, € muito
baixa, ndo sendo constatados niveis de resisténcia que possam oferecer resultados
satisfatorios no controle da virose (Junqueira et al., 2003; Leao et al., 2006; Pinto
et al., 2008; Santos et al., 2015a).

Essa gama de classes fenotipicas pdde ser facilmente observada a partir
da andlise com 0 método grafico GGE biplot, em que as geracfes avaliadas foram
divididas em quatro grupos de resisténcia ao CABMV. O GGE biplot é uma
ferramenta versatil para o melhoramento de plantas e genética quantitativa. Além
disso, esse método grafico ajuda a analisar diferentes tipos de dados bidirecionais,
como genotipo por caracteristica, genotipo por marcador ou cruzamento dialélico
(Yan e Hunt, 2001). Neste trabalho foi utilizado gendtipo pelo caréater resisténcia a
doenca.

Recentemente, a metodologia GGE-biplot foi usada para determinar a
estabilidade da resisténcia a doencas, por meio de ensaios em varios locais, para

caracterizar e identificar a estabilidade de germoplasma, linhagens e cultivares
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resistentes (Akcura e Akan, 2018). Amaral et al. (2020) utilizaram desta mesma
metodologia para discriminar a reacao de hibridos de videira ao fungo Plasmopara
viticola complex species e verificaram que a AACPD respondeu pela maior parte
da variagao total (99.2%) quando comparada a sevmax, semelhante ao observado
no presente estudo.

Os testes soroldgicos e moleculares foram realizados a fim de confirmar a
identificacéo do isolado viral e a resisténcia ao CABMV nas trés geragdes oriundas
do cruzamento entre Passiflora edulis e P. setacea e nos seus parentais, avaliados
neste trabalho.

Foi confirmado que o isolado viral pertence a espécie Cowpea aphid-borne
mosaic virus, assim como nos resultados de Santos et al. (2015a), Rodrigues et al.
(2015) e Nicolini et al. (2012), que concluiram que no Brasil esta espécie de virus
esta associada ao endurecimento dos frutos do maracujazeiro.

Entretanto, Vidal et al. (2018), avaliando plantas de maracuja-azedo que
apresentavam sintomas de mosaico, bolhas e deformacéo foliar no estado da
Bahia, reportaram alta identidade nucleotidica (85 a 98%) das sequéncias
analisadas, com sequéncias de cucurbit aphid-borne yellows virus (CABYV)
(Género Polerovirus, Familia Luteoviridae). Este CABYV foi encontrado em
infeccbes mistas com o CABMV, causando sintomas mais severos em plantas de
maracuja-azedo.

A RT-PCR normalmente apresenta sensibilidade maior quando comparada
a testes sorologicos, como o PTA-ELISA, e permite a deteccado do virus em baixas
concentragdes no tecido da hospedeira. Isso ajuda a explicar alguns resultados, os
guais, para os testes sorologicos, algumas amostras apresentaram resultado
negativo e para a RT-PCR, positivo. Essa diferenca observada € normal,
principalmente quando o virus se apresenta em baixas concentracdes na planta.

Para a avaliacdo da resisténcia ao CABMV, alguns individuos que foram
considerados resistentes pela avaliagdo visual, na avaliacdo em nivel molecular,
eles foram considerados suscetiveis. Esses individuos, possivelmente,
necessitariam de um tempo maior para expressar os sintomas. Por um lado, essa
situacao é favoravel, visto que a planta poderia chegar a produzir, sem apresentar
0s sintomas da virose, por outro lado, € desfavoravel, visto que essa planta pode

estar servindo de fonte de in6culo para outras plantas no campo.
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Com base na avaliacdo genética para a resisténcia ao CABMV, foi
observado um alto valor de herdabilidade com base na média de familias. Porém,
como neste trabalho foram utilizados cruzamentos oriundos de duas espécies
contrastantes quanto a resisténcia, ja era esperado um valor alto, visto que a
variacao fenotipica observada tem origem, de maior efeito, na diferenca genética
entre as espécies e as geracbes, e somente um pequeno efeito de origem
ambiental (Allard, 1971), ou seja, a maior parte da variacdo fenotipica advém dos
efeitos genéticos. Altos valores de herdabilidade também foram encontrados por
Freitas et al. (2015) e Preisigke et al. (2020), que, para esse carater, encontraram
uma herdabilidade de 0,94 e de 0,95, respectivamente.

De acordo com os componentes de variancia estimados neste trabalho, as
geracOes apresentaram alta variabilidade genética na expresséo da resisténcia ao
CABMV, como pbde ser observado pelos valores de variancia genotipica e
fenotipica estimados pelo procedimento REML. A variancia genotipica responde
guase que pela totalidade da variancia fenotipica, ou seja, a variacdo é
praticamente toda oriunda dos efeitos genéticos, e esse fato contribui para o
aumento das estimativas da herdabilidade e na acuracia seletiva.

Para os valores de acuréacia seletiva, Resende (2007) observou que devem
ser buscados valores de acuracia acima de 70%, pois, para essa estimativa, valores
altos transmitem uma alta confiabilidade dos valores genotipicos preditos em
relacdo ao valor real, propiciando uma identificacdo e separacdo dos genotipos, de
acordo com a caracteristica desejada. Preisigke et al. (2020), em avaliacGes de
campo de populacdes oriundas de cruzamento interespecifico entre P. edulis e P.
setacea quanto a resisténcia ao CABMV, observaram também um alto valor de
acuracia seletiva.

Fatores ambientais como temperatura e umidade relativa do ar, o estado
nutricional das plantas e a diferenca de idade das plantas, ndo foram considerados
como influenciadores da viruléncia do virus e, consequentemente, na expressao
dos sintomas da doenca, visto que todas as plantas das diferentes geracdes
possuiam a mesma idade, e foram submetidas as mesmas condicfes ambientais e
nutricionais.

Para a selecdo dos melhores individuos quanto a resisténcia, nas trés
geracOes estudadas, escolheu-se utilizar o procedimento BLUP, pois esse método

leva em consideracdo o desbalanceamento dos dados, o delineamento utilizado e
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a estrutura genética da populacéo e, com isso, esse método maximiza a acuracia
seletiva (Viana e Resende, 2014). A geragéo RC:.» foi a que obteve os valores mais
baixos de AACPD e severidade maxima, porém, no ranqueamento das familias, ela
ficou em terceiro lugar, justamente porque foi a geracdo que teve um menor nimero
de individuos avaliados.

Programas de melhoramento genético tém como base a selecdo de
individuos que apresentam caracteristicas superiores para serem os genitores das
préximas geracodes (Cruz et al., 2012). Em se tratando de resisténcia a doenca, 0s
individuos com caracteristicas superiores sdo 0s que apresentam 0S menores
valores genéticos. Portanto, foi realizada a selecao dentro dessas trés geracoes,
buscando se ter uma dimensé&o do ranqueamento e um direcionamento para futuros
cruzamentos.

A partir dos dados obtidos no presente estudo, e em outros trabalhos do
grupo de melhoramento genético do maracujazeiro visando resisténcia ao CABMV
da UENF, observou-se que € possivel aumentar a gama de opc¢des para se obter
um genotipo de maracujazeiro com resisténcia ao CABMV. Além da continuidade
no programa de retrocruzamento, também é possivel fazer a recombinacdo dos
melhores individuos, a fim de agregar e aumentar a resisténcia em individuos
previamente selecionados pelo grupo, ou seja, incluir individuos da geracao RC1 .,

gue foram resistentes ao CABMV, no programa de Selecdo Recorrente.

3.2.5 RESUMO E CONCLUSOES

No presente trabalho foram utilizadas Area Abaixo da Curva de Progresso
da Doenca (AACPD) e a severidade maxima (Sevmax) como as variaveis de estudo
nas trés geragbes de cruzamento (Hi, RCi1 e RCi2), € nos seus parentais
(Passiflora edulis e P. setacea), para a resisténcia a virose do endurecimento dos
frutos causada pelo cowpea aphid-borne mosaic virus (CABMV).

A presenca do CABMYV foi confirmada em plantas da geracdo RC11 e de
P. edulis com sintomas caracteristicos da virose, em Campos dos Goytacazes - RJ.

Em plantas assintoméaticas, 75% dos individuos de Passiflora (H1, RC11, RCi2 €
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Ps), foram consideradas resistentes, pois o virus ndo foi detectado por PTA-ELISA
e RT-PCR.

Houve variabilidade genética quanto a resisténcia ao CABMV, nas cinco
geracoes de estudo. Na geracdo RC1.1, 0s individuos apresentaram os quatro niveis
de resisténcia: resistente, moderadamente resistente, moderadamente suscetivel e
suscetivel. Nas geragdes Hi e RC12 e no parental P. setacea, foram observados
apenas individuos resistentes e moderadamente resistentes. J& no parental
P. edulis e na geracdo RCii, foram observados individuos suscetiveis e
moderadamente suscetiveis.

O método grafico, GGE biplot, juntamente com as varidveis AACPD e a
severidade méaxima, foram eficientes na discriminacdo dos grupos, permitindo um
maior conhecimento da resisténcia entre os individuos avaliados.

Com base nos dados apresentados neste trabalho, é possivel repensar a
escolha dos futuros genitores do programa, a fim de incluir os melhores individuos
da geracdo RCi,, uma vez que eles apresentaram bons resultados quanto a

resisténcia.
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4. RESUMO E CONCLUSOES

No presente estudo foram avaliadas diferentes geracdes de cruzamento
entre Passiflora edulis e P. setacea, quanto a resisténcia ao CABMV, causador da
virose do endurecimento dos frutos. As plantas foram avaliadas pelo estudo da
protedmica do patossistema e por meio da avaliacdo dos sintomas causados pela
inoculacao.

A infeccéo pelo CABMV na espécie P. edulis causa inibicdo da sintese de
proteinas, que podem apresentar uma funcdo chave na resposta de defesa da
planta. Diferente do que ocorre na espécie P. setacea e na geragado Hi, em que néo
foi observada uma inibicdo tdo evidente da sintese de proteinas.

Sugere-se que a doenca se manifesta por uma falha no sistema de
sinalizacdo da espécie suscetivel, que mesmo ativando algumas rotas de resposta,
essas nao sao eficientes para impedir o aparecimento da doenca.

Os primeiros sintomas em P. edulis, na geracdo H; e na RCy.1 ocorreram
antes de sete dias apés a inoculacdo (DAIl), e essas populacdes atingiram a
severidade maxima em pouco tempo apO0s o aparecimento dos sintomas. Ja
P. setacea e a geracdo RCi> demoraram o dobro do tempo para expressar oS
sintomas, confirmando os niveis de suscetibilidade e resisténcia dessas
populacdes.

Houve variabilidade genética entre os individuos de cada geracdo quanto

a resisténcia ao CABMV.
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Individuos da geracdo RC12 podem ser inseridos para compor a lista dos
futuros genitores do programa de melhoramento do maracujazeiro visando a

resisténcia ao CABMV.
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Tabela anexo. Ranqueamento dos 60 individuos com as menores estimativas para valor genético
aditivo, estimados via REML/BLUP, em trés diferentes geracfes de maracujazeiro (hibrido
interespecifico, retrocruzamentos1 retrocruzamento:,), para area abaixo da curva de progresso da
doenca (AACPD) e severidade maxima (Sevmax)

AACPD Sevmax
Ordenamento Familia  Ind. Ordenamento  Eamilia Ind.
u+a u+a

1 1 301 0.4901 1 1 301 0.1755
2 1 290 0.4901 2 1 290 0.1755
3 1 271 0.4901 3 1 271 0.1755
4 1 255 0.4901 4 1 255 0.1755
5 1 306 0.575 5 2 400 0.5026
6 2 400 0.5941 6 2 395 0.5026
7 2 395 0.5941 7 2 201 0.516
8 2 451 0.6789 8 2 193 0.516
9 2 201 0.7146 9 2 173 0.516
10 2 193 0.7146 10 2 170 0.516
11 2 173 0.7146 11 3 342 0.7735
12 2 170 0.7146 12 3 341 0.7735
13 2 442 0.7638 13 3 340 0.7735
14 2 440 0.7638 14 3 339 0.7735
15 3 342 0.7953 15 3 337 0.7735
16 3 341 0.7953 16 3 336 0.7735
17 3 340 0.7953 17 3 335 0.7735
18 3 339 0.7953 18 3 334 0.7735
19 3 337 0.7953 19 3 333 0.7735
20 3 336 0.7953 20 3 332 0.7735
21 3 335 0.7953 21 3 330 0.7735
22 3 334 0.7953 22 3 329 0.7735

23 3 333 0.7953 23 3 328 0.7735
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332
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317

316

313

309

307

176

312

310

205

162

91

90

89

88
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85

84

83

82

81

0.7953

0.7953

0.7953

0.7953

0.7953

0.7953

0.7953

0.7953

0.7953

0.7953

0.7953

0.7953

0.7953

0.7994

0.8801

0.8801

0.8842

0.8842

0.9172

0.9172

0.9172

0.9172

0.9172

0.9172

0.9172

0.9172

0.9172

0.9172
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0.7735

0.7735

0.7735

0.7735

0.7735

0.7735

0.7735

0.7735

0.7735

1.1024

1.1024

1.1024

1.1024

1.1024

1.1024

1.1587

1.1587

1.1587

1.1587

1.1587

1.1587

1.1587

1.1587

1.1587

1.1587

1.1587

1.1587

1.1587




102

52

53

54

55

56

57

58

59

60

80

79

78

75

74

72

71

70

69

0.9172

0.9172

0.9172

0.9172

0.9172

0.9172

0.9172

0.9172

0.9172

52

53
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55
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59

60
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74

72

71

70

69
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66

65

1.1587

1.1587

1.1587

1.1587

1.1587

1.1587

1.1587

1.1587

1.1587

Familia: 1=Hibrido interespecifico; 2=Retrocruzamento.1; 3=Retrocruzamento: »



