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RESUMO

Preisigke, S.C.; Silva, L.P.; Serafim, M.E.; Bruckner, C.H.; Aratijo, K.L.; Neves, L.G. Selec¢do precoce de espécies de Passiflora resistente a

fusariose. Summa Phytopathologica, v.43, n.4, p.321-325,2017.

O maracujazeiro azedo ¢ uma importante fruteira amplamente produzida
e consumida no Brasil. A produgdo e produtividade estdo ameagadas por
varios problemas fitossanitarios. Uns dos mais importantes ¢ a fusariose,
causada pelo fungo Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae. Esta doenca
ndo tem controle eficiente. Neste sentido o objetivo deste trabalho foi
avaliar a resposta de plantas, em estagio de muda, de 14 espécies de
Passiflora mediante a inoculagdo de F. oxysporum f. sp. passiflorae
cultivadas em solugdo nutritiva. As espécies utilizadas no Screening foram:
P. quadrangularis, P. nitida, P. foetida, P. tenuifila, P. alata, P. setacea,
P. cincinnata, P. mucronata, P. micropetala, P. suberosa, P. morifolia,

P. eichleriana P. edulis ¢ P. coccinea. Quatro mudas de cada gendtipo
foram inoculadas por imersdo das raizes numa suspensdo de 1x10° esporos
mL"', durante 24 horas e, em seguida, transplantada para potes contendo
solucdo nutritiva. As plantas foram avaliadas diariamente por 40 dias para
a ocorréncia de sintomas de murcha e morte. Foram obtidos o periodo de
sobrevivéncia e a taxa de mortalidade. O método de imersao das raizes por 24
horas e a substitui¢ao de solo por solucdo nutritiva foi eficiente na distingao
dos gendtipos resistentes. Houve variabilidade intraespecificas em relagao
a doenga. As espécies mais resistentes foram P. foetida, P. mucronata, P.
nitida e P. morifolia.
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Passion fruit is an important fruit vine widely produced and consumed
in Brazil. Production and productivity have been threatened by several
phytosanitary problems. One of the most important problems is fusariosis,
caused by the fungus Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae. This disease has
no efficient control. Thus, the aim of this study was to evaluate the response of
plants of 14 Passiflora species, in the stage of seedling, through inoculation of
E oxysporum f. sp. passiflorae grown in nutritive solution. The species used in
the screening were P. quadrangularis, P. nitida, P. foetida, P. tenuifila, P. alata,
P setacea, P. cincinnata, P. mucronata, P. micropetala, P. suberosa, P. morifolia

P. eichleriana P. edulis and P. coccinea. Four seedlings of each genotype were
inoculated by immersion of roots in a suspension of 1x10° spores mL"' during
24 hours and then transplanted into pots containing nutritive solution. Plants
were daily evaluated during 40 days for the occurrence of wilt symptoms and
death. The survival period and the mortality rate were obtained. The method of
root immersion for 24 hours and the replacement of soil by nutritive solution
were efficient in distinguishing the resistant genotypes. There was intraspecific
variability in relation to the disease. The most resistant species were P. foetida,
P. mucronata, P. nitida and P. morifolia.

Keywords: Passion fruit, Fusarium oxysporum f. sp. Passiflorae, genetic resistance.

O maracujazeiro azedo (Passiflora edulis Sims) € a espécie mais
conhecida e estudada dentro do género Passiflora. O Brasil, desde a
década de 70, vem se destacando como maior consumidor e produtor
mundial desta fruteira. Porém, problemas fitossanitarios ameagam
o setor produtivo dessa cultura. As doencas causadas por patdgenos
de solo sd3o as mais preocupantes pois nao tem nenhuma forma de
controle eficiente. Dentre essas doengas, destaca-se a fusariose ou
murcha de Fusarium causada pelo fungo Fusarium oxysporum f. sp.
passiflorae (15).

O fungo F. oxysporum f. sp. passiflorae coloniza os vasos das
plantas através de pequenos ferimentos ou aberturas naturais nas raizes,
obstruindo os vasos causando murcha e consequentemente a morte
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da planta. E uma doenga que provoca grandes perdas na produgdo e
produtividade, além de inviabilizar o cultivo em areas afetadas durante
anos (1, 25). Varios trabalho vem sendo desenvolvidos a fim de obter
uma estratégia eficiente de controle dessa doenga. Estudos como a
utilizagdo do residuo organico (8), irradiacdo por raios gamas (9) e
controle com 7Trichoderma (2).

O uso de cultivares resistentes ¢ muito eficiente no controle da
maioria das doengas causadas por patégenos de solo (17, 22). Porém,
ndo existem registro de cultivares de maracujazeiro resistentes a
fusariose. Para desenvolver cultivares melhoradas é necessario explorar
a variabilidade genética entre as espécies de Passiflora que podem
revelar fontes de resisténcia. Para isso, ¢ necessario que os métodos de
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inoculacao do patdgeno e caracterizagio da resisténcia sejam eficazes.
As formas utilizadas para avaliagdo da resisténcia genética a essa doenca
tem sido o plantio em areas com historico da doenga (5, 13), emprego
de métodos in vitro (10) e inoculagao do patdgeno (22).

Apesar dos estudos citados, ndo ha uma elucidagdo de espécies
resistentes e de metodologias para diagndstico precoce e mais preciso
de plantas resistentes. Sendo assim, este trabalho teve como objetivo
avaliar a resposta de plantas de varias espécies de Passiflora ao fungo
F oxysporum f. sp. passiflorae cultivadas em solug@o nutritiva.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no laboratorio de Melhoramento de
Planta da Universidade do Estado de Mato Grosso (UNEMAT) situada
no municipio de Caceres, regido sudoeste de Mato Grosso.

Quatorze espécies de Passiflora oriundas da coleg@o de trabalho
da UNEMAT foram utilizada no Screening para resisténcia ao
Fusarium oxysporum f. sp. Passiflorae, Avaliaram-se as espécies: P,
quadrangularis, P. nitida, P. foetida, P. tenuifila, P. alata, P. setacea,
P. cincinnata, P. mucronata, P. micropetala, P. suberosa, P. morifolia,
P. eichleriana P. edulis e P. coccinea. Realizou-se a semeadura
em bandejas de isopor de 128 células com substrato Plantmax®. A
inoculacdo foi realizada em plantas com 60 dias apds a semeadura.

Foi utilizado o isolado FOP18 de F. oxysporum f. sp. passiflorae
pertencente a Micoteca do laboratorio de Melhoramento de Genético de
Plantas da UNEMAT, Campus de Céceres. Para evitar a interferéncia de
variabilidade genética do fungo, utilizou-se na inoculagdo um isolado
obtido de cultura monospoérica. Na producdo do indculo, micélios do
fungo preservado em segmentos de papel filtro foram repicados para
placas de Petri contendo o meio de cultura BDA (batata-dextrose-agar).
Em seguida, as placas foram incubadas em camara de crescimento
(B.0.D.), com temperatura de 25° C com fotoperiodo de 12 horas,
durante sete dias.

Apos esse periodo, foram vertidos 10 mL de agua destilada as placas
de Petri contendo a colonia do fungo para a obtengdo da suspensdo
de esporos. Esta foi preparada minutos antes da inoculagdo, sendo a
concentragdo ajustada para 1x10° esporos mL™', com auxilio de uma
camara de Neubauer.

O procedimento utilizado na inoculagao foi o de raizes lavadas.
As plantas foram retiradas das bandejas, o sistema radicular foi lavado
em agua destilada e partes das raizes foram cortadas com o auxilio
de uma tesoura estéril, em seguida, as raizes foram imersas em 100
mL de suspensdo de conidios em potes plasticos de 200 mL, a raizes
ficaram na suspensdo durante 24 horas. Uma planta de cada espécie
foi mantida como testemunha. Para as testemunhas de cada espécie, o
procedimento foi 0 mesmo, diferiu somente que no lugar da suspensao
contendo o patogeno foi colocada apenas agua destilada. Apos o periodo
de 24 horas, a suspensdo foi retirada e adicionada 100 mL de solugio
nutritiva proposta por Hoagland & Arnon (11) nos potes plasticos. Os
postes plasticos foram envolvidos por papel aluminio para simular a
falta de claridade do solo. A solugdo nutritiva foi trocada a cada trés dias.
Os potes foram dispostos em delineamento experimental inteiramente
casualizado, com 14 tratamentos (espécies do género Passiflora) e cinco
repetigdes, sendo uma mantida como testemunha (planta nao inoculada).
Avaliou-se o periodo de sobrevivéncia (periodo em dias da inoculag@o
até a morte das plantas) e niimeros de plantas vivas. Essas avaliagdes
foram realizadas diariamente até os 40 dias ap6s a inoculagdo. Durante
as avalia¢des, segmentos do caule e das raizes das plantas sintomaticas
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foram selecionados para o reisolamento do fungo, a fim de completar
o postulado de Koch.

Ap0s as avaliagdes, os dados que apresentaram distribui¢ao normal
foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas pelo
Teste de Tukey a nivel de 5 % de probabilidade. Também foram feitas
dispersdo grafica através das médias das caracteristicas e grafico. As
analises estatisticas foram realizadas no programa genes (6).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na avaliagdo de resisténcia/suscetibilidade das 14 espécies de
Passiflora ao fungo F. oxysporum f. sp. passiflorae (FOP) observou-
se que do total de 56 plantas inoculadas, 41 haviam morrido apds 40
dias de avaliagdes. O patodgeno foi isolado das plantas mortas, sendo
confirmando a causa da morte.

O periodo de sobrevivéncia das espécies variaram de 16,25 a 38,25
dias. A espécie que teve maior periodo de sobrevivéncia foi P. morifolia,
sendo esta a mais resistente ao patdgeno, porem diferiu apenas das
espécies P. alata e P. micropetala. As espécies com menor periodo de
sobrevivéncia foram P. micropetala e P. alata, sendo consideradas as
mais suscetiveis a fusariose.

Na figura 1 observa-se os sintomas da doenca nos genodtipos
inoculados comparando com as testemunhas. Foi possivel notar nas
plantas inoculadas o apodrecimento do sistema radicular devido a
colonizagdo do sistema vascular pelo fungo. Ja as plantas testemunhas,
apresentam sistema radicular desenvolvido e com emissdo de novas
raizes. Também constatou-se uma reduc@o no crescimento das plantas
inoculadas em comparacdo com as testemunhas. Antes de ocorrer a
murcha, as folhas mudam a coloragdo de verde-brilhante para verde-
palido ou verde amarelado. Pode-se observar mudanga na colorago
dos tecidos do xilema, com a ocorréncia de coloragdo ferruginosa,
sintomas caracteristicos da doenca. Em todas as plantas murcha foram

Tabela 1. Periodo médio de dias de sobrevivéncia de 14 espécies de
Passisflora inoculadas com F. oxysporum f. sp. Passiflorae. Céaceres,
Mato Grosso, 2014

Espécie Periodo de sobrevivéncia
P. morifolia a 38,25
P, nitida ab 34,75
P, mucronata ab 34,75
P, foetida ab 33
P. tenuifila ab 31
P. cincinnata ab 30
P. edulis ab 29,75
P, suberosa ab 28,75
P, eichleriana ab 24,5
P, setacea ab 21
P. quadrangulares ab 19,5
P. coccinea ab 19,5
P. micropetala b 17
P. alata b 16,25
%CV 27,8%

*M¢édias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Pelo
teste de Tukey a 5 % de probabilidade. CV%: coeficiente de variagdo.
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Figura 1. Genotipos de Passiflora alata (A) e de P. edulis (B) inoculados com uma suspensio de esporos de F. oxysporum f. sp. passiflorae e

plantulas ndo inoculadas (testemunha). Caceres, Mato Grosso, 2014.

observados esses sintomas.

Em muitas plantas avaliadas foram observados a formagao
de varias raizes adventicias. Essa reacdo das plantas, assim como
alteracdes do crescimento e hiperplasia do parénquima foram relatados
em outros trabalhos (10, 18, 24). A eficiéncia na emissdo de varias
raizes secundarias pode estar associado a longevidade das espécies
sobreviventes.

Os sintomas de murcha surgiram aos sete dias de avaliagdes. A
primeira morte ocorreu aos nove dias com um genoétipo da espécie P
suberosa. Houve uma concentragdo de morte entre os 16 ¢ 19 dias.
Resultados parecidos foram encontrado no trabalho de Silva et al. (23),
os sintomas surgiram aos 7 dias ap6s a inoculag@o, sendo a maioria das
plantas apresentaram sintomas aos 34 dias.

Como a manifestagdo da fusariose ocorre em plantas adultas e ¢
muito influenciada pelo solo, clima e interagdes com o patogeno (20),
torna-se muito dificil a sele¢do de plantas resistentes na fase inicial.
Mas o método utilizado neste estudo para avaliagdo de fusariose nas

NPV

plantas no estagio de muda foi eficiente. O sucesso desta inoculagio se
deve ao tempo maior de exposi¢ao das raizes aos conidios, aumentando
a possibilidade de penetragdo do patdgeno. O periodo de avaliagdo
foi bem reduzido além de propiciar uma boa distingdo das plantas
resistente. Varios trabalhos realizados com inoculagio de . oxysporum
corroboram com a eficiéncia da metodologia de inoculag@o por imersdo
das raizes em suspensdo contendo o patdogeno por um determinado
periodo (19, 22). No entanto, ndo encontra trabalhos utilizando solugdo
nutritiva para o desenvolvimento das plantas. Substituir o solo por
solugdo nutritiva possibilitou acompanhar a evolugdo da doencas nas
raizes.

Conforme a dispersao grafica (inserir Figura 2) obtida através das
caracteristicas de resisténcia/suscetibilidade foram formados quatro
grupos. No primeiro grupo estdo as espécies mais suscetiveis, com
periodo maximo de sobrevivéncia de 25 dias (inserir Figura 3). As
espécies que formaram esses grupos sdo: P. alata, P. micropetala, P.
quadrangularis, P. coccinea, P. setacea, P. eichleriana. Compreendeu

-

15 17.4 19.8 22.2 24.6

7 29.4 3.8 34.2 366 39

PS

Figura 2. Dispersdo gréafica das caracteristicas: nimero de plantas vivas-NPV (média de 4 plantas) e periodo de sobrevivéncia-PS (média de 4
plantas) para as espécies P. quadrangularis 1, P. nitida 2, P. foetida 3, P. eichleriana 4, P. alata 5, P. setacea 6, P. cincinnata 8, P. mucronata 9, P.
micropetala 10, P. suberosa 11, P. morifolia 12, P. tenuifila 13, P. edulis 14, P. coccinea 15. Caceres, Mato Grosso, 2014
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Figura 3. Distribui¢do da porcentagem de plantas mortas de cada espécie de Passiflora por F. oxysporum f. sp. Passiflorae. Sendo as espécies P,
quadrangularis 1, P. nitida 2, P. foetida 3, P. eichleriana 4, P. alata 5, P. setacea 6, P. cincinnata 8, P. mucronata 9, P. micropetala 10, P. suberosa
11, P. morifolia 12, P. tenuifila 13, P. edulis 14, P. coccinea 15. Caceres, Mato Grosso, 2014.

a maioria das plantas (42, 86%).

O segundo grupo foi formado pelas espécies P. edulis e P. tenuifila.
Os genotipos de P, edulis sobreviveram até os 31 dias. Nenhum genotipo
desse grupo sobreviveu aos 40 dias de avaliagao (Figura 3).

O terceiro grupo alocou as espécies P. suberosa e P. cincinnata.
Essas espécies foram consideradas moderadamente resistentes. Em
média, sobreviveram 30 dias. No entanto, algumas plantas sobreviveram
até o final das avaliagdes, sendo dois genétipos de P. suberosa e um
de P cincinnata.

Por ultimo, as espécies mais resistentes foram P. foetida, P.
mucronata, P. nitida e P. morifolia. Essas espécies sobreviveram por
um periodo maior, além de metade dos genotipos avaliados sobrevirem
os 40 dias de avaliagdes (Figura 3).

A espécie P. suberosa apresentou moderada resisténcia devido
alguns plantas sobreviverem aos 40 dias de avaliacdes (Figura 3),
embora o primeiro genotipo a morrer seja dessa espécie. Morwani
(16) também constatou plantas resistente de Passiflora suberosa. Os
genotipos de P, edulis e P. alata utilizado neste estudo foram suscetiveis.
No entanto, alguns trabalhos realizado com estas espécies encontraram
genotipos resistentes (10, 16, 22). Esta divergéncias encontrada nos
trabalhos € explicada pelo fato do maracujazeiro azedo e doce serem
espécies aldogamas e auto-incompativeis (3, 14), assim possui uma
grande variabilidade genética. Outra explicagdo seria a variabilidade
entre os isolados do patogeno, ja constatada em alguns estudos (4, 7, 23).

Outra espécie que apresentou resisténcia moderada foi a P.
cincinnata. O trabalho realizado por Silva et al. (22), corroboram
com este resultado. As espécies mais resistentes foram P. foetida, P.
mucronata, P. nitida e P. morifolia. A espécie P. nitida apresenta grande
potencial para utilizagdo em programas de melhoramento em virtude
de ser resistente a varios patdgenos de solo (12 ,21). Estes gendtipos
resistentes podem ser utilizados como porta enxerto ou em hibridacdo
interespecifica em programa de melhoramento.

Variabilidade genética intraespecifica foi observado na maioria das
espécies em relagdo a resisténcia ao FOP, embora o numero de plantas
avaliado seja pequeno. Essa variabilidade deve ser mais exploradas,
realizando sele¢do com maior numero de gendtipos e de espécies
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diferentes. Também € importantes utilizar varios isolados do patogeno.
Assim ¢ possivel obter um uma acuracia maior no screening.

O desenvolvimento de metodologias para diagnose precoce
e rapida de FOP em maracujazeiro auxiliard programas de
melhoramento no screening de germoplasma. Ja que, selecionar
genotipos no campo resistentes ao FOP ndo ¢ viavel devido os
sintomas da doenga aparecerem lentamente em plantas adultas
e o progresso da doenca ¢ afetado pela densidade de inoculo,
distribui¢do no campo e as condi¢des ambientais (10). No entanto,
neste estudo foi possivel selecionar plantas resistentes em pouco
tempo e espago.

Apesar de varias contribui¢cdes importantes sobre a fusariose do
maracujazeiro causada pelo FOP, ainda carece ser mais pesquisado,
por ser uma doenca limitante para a cultura do maracujazeiro. Mais
trabalhos devem ser desenvolvidos para contribuir com o controle
eficiente desta doenga.

A metodologia utilizada possibilitou a selegdo de gendtipos em
estadio de muda. Também permitiu observar a evolugdo da doenga nas
raizes. Houve variabilidade genética dentro das espécies em relacdo
a resisténcia ao FOP. As espécies mais resistentes foram P. foetida, P.
mucronata, P. nitida e P. morifolia.
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