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INTRODUCAO

O Brasil € o maior produtor mundial de maracuja-amarelo, Passiflora edulis Sims f. flavicarpa Deg.,
sendo esta espécie uma das principais fruteiras cultivadas no pais. O melhoramento genético da
espécie é incipiente e observa-se baixa produtividade dos pomares. A falta de variedades que
associem alta produtividade, qualidade e homogeneidade dos frutos e tolerdncia ou resisténcia
genética as principais doengas da cultura tem sido limitante para elevar a qualidade e a
produtividade dos pomares brasileiros (Meletti et al., 2000). Entre as principais doencas da parte
aérea destacam-se: virose causada pelo virus do endurecimento do fruto (PWV) e a bacteriose
causada por X. campestris pv. passiflorae. As variedades comerciais s80 suscetiveis e 0
desenvolvimento de variedades resistentes é a alternativa mais promissora para seu controle.
Marcadores AFLP (amplified fragment length polymorphism) tém sido usados para construir mapas
genéticos de alta cobertura gendmica para diversas espécies. Estes mapas sao (teis,
principalmente, para 0 mapeamento de locos que controlam caracteristicas quantitativas (QTLS), e
tém contribuido nos estudos de heranca desses caracteres, criando novas perspectivas para
aperfeicoar as estratégias de melhoramento, através da selecéo assistida por marcadores (MAS).

O objetivo desse trabalho foi construir mapas de ligacdo usando marcadores AFLP para 0s acessos
de maracuja-amarelo oriundos da colecdo de germplasma de Passiflora do Instituto Agronémico do
Parana, i.é, IAPAR-06 e IAPAR-123, e identificar genes de resisténcia (QRLS) a bacteriose do

maracujazeiro na populacao filial obtida do cruzamento destes acessos.

MATERIAL E METODOS
Uma populacdo de 117 individuos F1, obtidos do cruzamento entre os acessos IAPAR-06 (suscetivel
a bacteriose) e IAPAR-123 (resistente a bacteriose), foi usada para construir mapas individuais
destes acessos de acordo com a estratégia “duplo pseudocruzamento teste” (Grattapaglia &
Sederoff, 1994).
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Foram analisados 255 locos AFLP monoparentais heterozigéticos, 115 do acesso IAPAR-06 e 140
do IAPAR-123. Os mapas foram construidos usando o programa MAPMAKER.

A populacgao foi inoculada e avaliada em casa de vegetagdo quanto a resisténcia ao isolado 18b de
X. campestris pv. passiflorae (Nakatani, 2001). Foram usadas 3 repeticbes de cada planta e
inoculadas 3 folhas em cada repeti¢do. A inoculacéo foi feita através de um corte de 3 cm no apice
da folha com uma tesoura previamente imersa em solucédo bacteriana. A resisténcia foi avaliada pela
area foliar média lesionada.

A identificacdo de QRLs foi feita por regresséo linear multipla usando o procedimento stepwise para
selecado de variaveis regressoras, usando o programa computacional SAS, e pelo mapeamento por
intervalo composto, usando o programa QTL Catrographer.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No mapa do acesso IAPAR-06 (Figura 1), 112 marcas foram agrupadas e 3 (2,6 %) segregaram
independentemente. Dos marcadores agrupados, 72 (64,3 %) foram ordenados com LOD > 2,0 e
40 (35,7 %) foram alocados no mapa como acessorios. Os grupos de ligacédo foram constituidos de
3 a 36 marcadores e 0 nUmero de marcas ordenadas por grupo de ligacdo variou de 3 a 16. O
comprimento do menor grupo foi de 11,9 cM e o do maior de 208,9 cM. O comprimento total do
mapa foi de 790,2 cM. Embora distribuidos em 9 grupos de ligagdo, nos 3 maiores grupos
concentraram-se aproximadamente 63% das marcas, enquanto nos 3 menores agruparam-se
apenas 10%. Isto demonstra que a distribuicdo dos marcadores AFLP ndo ocorreu de forma
aleatoria nos grupos de ligagéo.

No mapa do acesso IAPAR-123 (Figura 1), 138 marcas foram agrupadas e 2 (1,4 %) segregaram
independentemente. Dos marcadores agrupados, 53 (38,4 %) foram ordenados com LOD > 2,0 e
85 (61,6 %) foram alocados no mapa como acessarios. Os grupos de ligagao foram constituidos de
8 a 23 marcadores e 0 numero de marcas ordenadas por grupo de ligac&o variou de 3 a 9. O
comprimento do menor grupo foi de 8,4 cM e o do maior 124,7 cM. O comprimento total do mapa foi
de 473,2 cM. Assim como no acesso IAPAR-06, a distribuicdo das marcas ndo foi aleatdria entre os
grupos de ligagdo. Nos grupos 1, 3 e 4 foram foram agrupados 45,0 % dos marcadores, enquanto
nos grupos 5, 8 e 9 foram agrupados 20,0 %.

As marcas, em ambos acessos, foram distribuidas em 9 grupos de ligagdo sugerindo que tenham
sido contemplados todos os cromossomos da espécie (2n=18). Embora o nimero de marcas
agrupadas do acesso IAPAR-123 tenha sido quase 20 % superior ao do IAPAR-06, a proporcéo de
acessorios no mapa deste acesso foi de 61,6 %. O nimero de acessorios foi superior ao de marcas
ordenadas em 6 dos 9 grupos de ligacdo. Ja no IAPAR-06, a propor¢ao de acessorios foi de 35,7 %.

Apenas no grupo 1 o nimero de acessorios foi superior ao de ordenados.
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Figura 1 — Mapas de ligagdo AFLP dos acessos IAPAR-06 (A) e IAPAR-123 (B). Ao lado direito dos

grupos estdo os locos AFLP e ao lado esquerdo esta a disténcia entre eles em cM (Haldane).



A distribuicdo dos marcadores também néo foi aleatéria dentro dos grupos de ligacdo em ambos
acessos. A formacdo de clusters de marcas foi proporcionalmente maior no IAPAR-123, e isto
influenciou no comprimento do mapa que corresponde a cerca de 60 % do comprimento do mapa
do IAPAR-06. Clustering de marcadores AFLP, cromossomo-e-cultivar-especificos, foram
observados em Petunia sendo estes agrupamentos associados a regifes onde ha baixa freqiiéncia
de recombinacéo (Strommer et al., 2002).

Os dados referentes a area foliar média lesionada dos 117 individuos foram divididos em 8 classes
fenotipicas (Figura 2). A distribuicdo fenotipica da caracteristica na populac@o segregante indica que
o controle genético da resisténcia € oligogénico.

Na andlise da regressao linear mdltipla os locos de ambos genitores foram usados em conjunto.
Entraram no modelo de regressdo os marcadores PM023558r (P=0,0001) e EM2378a (P=0,0372)
(Tabela 1), ambos do acesso IAPAR-123, o qual apresentou o maior nivel de resisténcia a
Xanthomonas na avaliacéo fenotipica. O modelo composto por estas marcas explicou 21,3 % da
variacdo da resisténcia na populacdo segregante. O marcador PM023558r esta ligado em repulséo
ao alelo de resisténcia e explica sozinho 17,4 % da variacéo fenotipica da populacdo segregante.
Este marcador foi atribuido ao grupo de ligacéo 2. No entanto, 0 mesmo nao foi ordenado com os
demais marcadores no mapa e foi considerado como acessorio, localizado a 8,1 ¢cM do marcador
EM161461r. O marcador EM2378a esta ligado em associacdo ao alelo de resisténcia e explicou 3,9
% da variacao fenotipica. Ele foi atribuido ao grupo de ligacdo 9, mas também foi colocado como

acessorio e esta localizado a 5,7 cM do marcador PM09198a.
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Figura 2 - Distribuicdo da variavel area foliar média lesionada (cm?) de 117 individuos da populacdo

segregante inoculados com o isolado 18b da bactéria Xanthomonas campestris pv. passiflorae.



Na andlise de mapeamento por intervalo composto, o ponto de corte para declarar a presenca de
um QRL em determinado intervalo foi estabelecido (usando a técnica de baralhamento de dados
com 1000 permutagdes e a = 0,05) como LOD score 2,36. Apenas um QRL, explicando 15,8 % da
variagéo fenotipica, foi identificado. Este QRL esta localizado na posi¢cdo 39,57 cM (LOD score =
4,41) no grupo de ligagdo 2, no intervalo entre os marcadores EM161461r e EM01156a (Figura 1).

De acordo com a sua posicdo no grupo de ligacdo, este QRL corresponde ao identificado pela
marca PM023558r na analise de regressao.

Tabela 1 - Resumo da analise de regressdo multipla para variavel area foliar média lesionada

(AFML) usando o processo stepwise para selecao de variaveis regressoras (marcadores).

Marcadores  Estimativa dos coeficientes Erro padrao Probabilidade R? parcial (%)
de regresséo (teste F)
PM023558r -1,8250 0,8631 0,0001 17,4 %
EM2378a 3,742 0,8634 0,0372 3,9%
R’ total 21,3 %
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Figura 2. Mapeamento do QRL a Xanthomonas campestris pv. passifloae no cromossomo 4 do
acesso IAPAR-123. No eixo vertical € apresentada a escala de LOD score. No eixo horizontal, a
posicdo das marcas no grupo de ligacéo (cM).

Este é o primeiro estudo de mapeamento de locos associados ao controle de resisténcia a
patdgenos em Passiflora. Pretende-se aumentar o tamanho da populacéo e com isto aumentar a
resolucdo do mapa. Novos individuos serdo analisados com os oligonucleotideos usados na

construgao do mapa de RAPD destes acessos i.€., IAPAR-06 e IAPAR-123 (Carneiro et al., 2002), e



também com as combinacgdes de iniciadores de AFLP. Por fim, sera construido um Unico mapa
usando ambos marcadores, RAPD e AFLP.

Essa populacédo esta sendo multiplicada e sera inoculada com outros isolados da bactéria visando
obter informacéo da efetividade e especificidade dos QRLs encontrados, bem como identificar
outros QRLs. Também esta sendo conduzido a campo um experimento para avaliacdo fenotipica de
caracteristicas do fruto e de producdo visando identificar QTLs envolvidos no controle destas
caracteristicas.

Cabe ressaltar que as informacdes deste trabalho s&o inéditas para a espécie e deverdo fornecer
subsidios para trabalhos de melhoramento de maracujazeiro visando obter populacdes tolerantes a
Xanthomonas campestestris pv. passiflorae.

CONCLUSOES
1. O acesso IAPAR-123 possui genes de resisténcia a bacteriose, e podera ser usado em
programas de melhoramento visando ao desenvolvimento de variedades resistentes a enfermidade.
2. Marcadores AFLP nédo apresentam distribuicdo aleatdria no genoma do maracuja e a formagao
de clusters demonstrou ser cromossomo-e-genotipo-especifica.
3. Marcadores AFLP se prestam para constru¢do de mapas genéticos e para identificar e mapear
genes de interesse em maracujazeiro usando a estratégia duplo pseudocruzamento teste e

marcadores dominantes.
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