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Selecao de metodologias
para inoculacao da fusariose
do maracujazeiro causada
por Fusarium oxysporum

f. sp. passiflorae

Aline dos Santos Silva’
Eder Jorge de Oliveira?
Francisco Ferraz Laranjeira?
Onildo Nunes de Jesus?

Resumo

O objetivo deste trabalho foi avaliar métodos de inoculacao da fusariose
do maracujazeiro, causada pelo fungo Fusarium oxysporum f.sp. passiflo-
rae (FOP). Foram avaliadas trés metodologias de inoculacdo: método de
imersao das raizes em suspensao do inéculo (MIR), método da areia e
fuba de milho colonizados (MAFC) e método por ferimento das raizes
por perfuracdo do solo, seguido de inoculacdo (MPS). As inoculagdes
foram realizadas em camaras de crescimento a 25 + 3°C, utilizando a
variedade de maracujazeiro amarelo FB200, que apresenta comporta-
mento suscetivel em condicdes de campo. Foram avaliadas em média
20 plantas por tratamento, sendo a parcela constituida por uma planta.
As plantas com 45 dias de idade foram avaliadas quanto a incidéncia
da fusariose entre 3 e 60 dias apds a inoculacdo (DAI). Somente o
método MIR permitiu o aparecimento dos sintomas da fusariose a partir
de 7 DAI, ocasionando a morte das plantas a partir de 15 DAI. A mor-
talidade final foi de 62,5%, provavelmente ocasionada pela diversidade
genética do maracujazeiro.

' Mestre em Recursos Genéticos Vegetais da Universidade Federal do Reconcavo da Bahia, E-mail:
lineagro@yahoo.com.br;

2 Pesquisador da Embrapa Mandioca e Fruticultura, Rua da Embrapa, s/n — CP.007, 44380-000, Cruz das
Almas - BA, E-mail: eder@cnpmf.embrapa.br; chico@cnpmf.embrapa.br; onildo@cnpmf.embrapa.br



O método MIR foi mais eficiente em causar a doenca, constituindo-se
numa metodologia indicada para avaliagcbes da reacao de genétipos de
maracujazeiro a fusariose em condicdes controladas.

Palavras-chaves: Passiflora edulis, resisténcia, doenca



Selection of methodologies
for inoculation of fusarium

wilt in passion fruit caused
by Fusarium oxysporum f.

sp. passiflorae

Abstract

The objective of this study was to evaluate methods of inoculation to
fusarium wilt of passion fruit, caused by the fungus Fusarium oxysporum
f.sp. passiflorae (FOP). Three methods of inoculation were evaluated:
method of root immersion in the inoculum suspension (MRI), method

of the colonized corn-meal sand (MCMS) and method of root wounding
by piercing the soil, followed by inoculation (MRW). Inoculations

were carried out in growth chambers at 25 + 3° C, using the yellow
passion fruit variety FB200, which shows susceptible behavior under
field conditions. Twenty plants per treatment were used, with the plot
consisting of one plant. The incidence of fusarium wilt was evaluated
from 3 to 60 days after inoculation (DAI). Only the MRI method resulted
in fusarium wilt symptoms starting at 7 DAI, with plants death initiating
at 15 DAI. The final mortality was 62.5%, probably due to the genetic
diversity of passion fruit. The MRI method was more effective in causing
the disease, being an indicated methodology to evaluate the reaction of
passion fruit genotypes to fusarium wilt under controlled conditions.

Key-words: Passiflora edulis, resistance, disease
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Introducao

A producao brasileira de maracuja (Passiflora edulis Sims) é de cerca
de 714 mil toneladas, produzida em 51.000 ha, com receita anual de
R$ 670 milhdes (IBGE, 2011). O Nordeste brasileiro produz cerca de
73% da producao nacional de maracuja em 37 mil ha. Além disso, o
cultivo do maracujazeiro caracteriza-se pelo forte apelo social, por ser
predominantemente desenvolvido em pequenas propriedades, com ta-
manho entre 3 e 5 ha (Lima, 2001).

Apesar dessa posicdao de destaque, a produtividade média nacional é
baixa (11,8 t ha'), comparada ao potencial de producdo da cultura,
estimado em 40 a 50 t ha' (Meletti et al., 2000, Freitas et al., 2011).
Até alguns anos atras, mesmo com essa baixa produtividade, o agri-
cultor ainda persistia na atividade, pois a cultura constituia-se como
importante fonte alternativa de renda. Entretanto, ultimamente a ativi-
dade vem sendo abandonada em funcéao de diversos problemas fitossa-
nitarios, sobretudo com a ocorréncia da fusariose, causada pelo fungo
Fusarium oxysporum f.sp. passiflorae (FOP) (MCKNIGHT, 1951).

A fusariose é uma das doencas mais devastadoras do maracujazeiro,
pois provoca interrupcao da absorcdao de agua, murcha imediata, co-
lapso e morte das plantas independente do estagio de desenvolvimento
(Bastos, 1976; Manica, 1981), reduzindo de forma significativa a vida
util dos pomares, antes mesmo de iniciar o ciclo de producéao.

O plantio em areas com histérico da doenca tem sido uma das formas
utilizadas para avaliacao de resisténcia genética a essa doenca (Sao
José, 1997; Laranjeira et al., 2005). Contudo, outros patégenos, ou
até mesmo outros patétipos do fungo presentes no solo podem dificul-
tar as inferéncias sobre a resisténcia dos acessos. O desenvolvimento
de metodologias para diagnose precoce e mais precisa tem sido propos-
to na literatura. Um dos primeiros trabalhos de inoculagao do FOP foi
realizado por McKnight (1951), em que foram avaliados dois métodos:
a mistura de esporos e micélios do fungo, apds crescimento em meio



8

Selecdo de metodologias para inoculacdo da fusariose do maracujazeiro causada...

BDA (batata-dextrose-agar), com terra e 4gua, € o método fungo-agua,
em que o inéculo foi diluido em agua estéril. Em ambos os casos, mu-
das com 1 a 3 folhas definitivas foram removidas do substrato, sendo
as raizes lavadas em agua estéril, e submetidas aos dois tratamen-
tos. No primeiro método, as mudas foram diretamente transplantadas
para os vasos contendo o solo ja inoculado com esporos e micélios do
Fusarium e, no segundo método, as mudas foram mergulhadas numa
solucdo com o in6culo e, em seguida, transplantadas para os vasos
com substrato. Os autores demonstraram que o segundo método foi
mais drastico, provocando a morte de 100% das plantas inoculadas,
enquanto que no primeiro a taxa foi de 95%. Entretanto, a repeticao
destes experimentos é dificultada pela falta de informacdes acerca das
condicdes de inoculacdo da doenca.

Trapero Casas e Jiménez-Diaz (1985) propuseram uma metodologia
para avaliacao de F. oxysporum que utiliza uma mistura de fuba de
milho com areia para cultivo do fungo, e em seguida, esta mistura in-
fectada é adicionada ao solo onde as plantulas serdo transplantadas.

O processo é bastante simples e tem sido utilizado para diversas cultu-
ras com grande sucesso (HERVAS et al., 1998; JIMENEZ-GASCo et al.,
2001; GARCIA-LIMONES et al., 2002).

Recentemente, Laranjeira et al. (2006) utilizaram um método para os
testes de resisténcia genética a esse patédgeno, em que as plantulas

de maracujazeiro sao submetidas a toxinas do agente causal, permitin-
do a deteccdo de sua reacdo de maneira mais rapida que nos estudos
em campo. Entretanto, o método é muito dréstico para avaliacdo mais
criteriosa do nivel de resisténcia presente em cada acesso, pois mesmo
espécies de Passiflora, tidas como resistentes, apresentaram murcha
severa em poucos dias apds submissdo a toxina. Com isso, novas
metodologias devem ser aprimoradas para a identificacao da resisténcia
presente no germoplasma de maracujazeiro. Assim, este trabalho teve
como objetivo avaliar metodologias de inoculagao do FOP, em condi-
coes controladas, visando a identificacdo de fontes de resisténcia para
uso no melhoramento.



Selecdo de metodologias para inoculacdo da fusariose do maracujazeiro causada...

Material e Métodos

Material vegetal: para o desenvolvimento e adequacao dos méto-
dos de inoculacao da fusariose foi utilizada a variedade comercial
de maracujazeiro amarelo FB200 (Passiflora edulis Sims), que
tem se mostrado altamente suscetivel em cultivos comerciais na
regido da Chapada Diamantina (BA).

Preparo do inéculo: Utilizou-se o isolado FOPO0O2, obtido de plan-
tas infectadas com sintomas tipicos de FOP, na area experimental
da Embrapa Mandioca e Fruticultura, e armazenado na micoteca
do Laboratério de Fitopatologia da Embrapa Mandioca e Fruticul-
tura. O isolado foi incubado em meio BDA (Batata-Dextrose-Agar)
(39 gramas/litro dgua estéril), a temperatura de 25 + 2°C com
12 horas de luz, durante 6 a 7 dias.

O inéculo foi obtido pela adicdo de 10 mL de 4gua destilada as
placas de Petri, contendo as col6nias do fungo. Apés a filtracao,
em quatro camadas de gaze esterilizada, foi realizado o ajuste na
concentracdo do indculo com auxilio de uma camara de Neu-
bauer, para obter suspensido de 10° conidios mL™".

Métodos de inoculacdo: foram avaliados trés métodos de inocula-
cao, a saber:

® Método de imersao das raizes no inéculo (MIR): mudas com
trés pares de folhas definitivas, obtidas pela semeadura em
bandejas plasticas contendo vermiculita estéril, foram retiradas
do substrato para lavagem das raizes com agua estéril. Em
seguida, as raizes foram imersas durante 5, 15 ou 30 minu-
tos, na suspensao de conidios. Posteriormente, foi realizado o
replantio em vasos plasticos de 4 litros, contendo uma mistura
de solo esterilizado e vermiculita na proporcao de 3:1, suple-
mentada com superfosfato simples, ureia e cloreto de potassio
na quantidade indicada pela andlise de solo. O tratamento
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testemunha foi representado por plantas da variedade FB200
com seus sistemas radiculares mergulhados apenas em agua
esterilizada.

® Método da areia e fuba de milho colonizados (MAFC): para o
preparo da mistura areia e fuba de milho foi utilizada uma pro-
porcao de 9:1:2 partes em massa de areia fina e seca, farinha
de milho e dgua, respectivamente. Duzentos gramas desta
mistura foram distribuidas em frascos Erlenmeyer de 500 mL
e autoclavadas duas vezes por 1,5 horas. Em seguida, foram
adicionados 10 discos de 5 mm de diametro do meio BDA
contendo o Fusarium. Os Erlenmeyers foram agitados a cada
3-4 dias para favorecer a colonizacdao homogénea do subs-
trato pelo fungo. Aos 15 dias, 100 g do substrato colonizado
foi colocado no fundo da cova aberta nos vasos contendo a
mesma mistura de solo da metodologia MIR. Mudas de mara-
cujazeiro com trés pares de folhas definitivas foram transplan-
tadas para estes vasos plasticos, enquanto as testemunhas
foram transplantadas para vasos contendo substrato de areia
e fuba de milho sem colonizacado do patdégeno.

® Método por ferimento das raizes por perfuracdao do solo,
seguido de inoculagdo (MPS): o plantio das mudas de mara-
cujazeiro foi realizado em vasos plasticos de 15 cm de dia-
metro, contendo a mesma mistura de solo da metodologia
MIR. Quando as mudas atingiram o estadio de trés folhas
definitivas (40 — 50 dias apés o plantio), foram realizadas seis
perfuracdes no solo ao redor das plantas, com auxilio de uma
faca até atingir o fundo do vaso, com posterior distribuicao
de 20 mL de suspensao de conidios. Nas testemunhas, foram
aplicados 20 mL de agua esterilizada.

Em todos os métodos, a irrigacao das plantulas foi feita com agua
autoclavada, quando necessario. Os experimentos foram montados
em camaras de crescimento com temperatura de 25 + 3°C, umi-
dade relativa de 70 £ 20% e 12 horas diarias de luminosidade.
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* Avaliacdo da doenca e andlise dos resultados: em cada uma das
trés metodologias, avaliaram-se 20 plantas diariamente, entre 3
e 60 dias ap6s a inoculacao (DAI). Foram anotados os sintomas
caracteristicos como amarelecimento, queda de folhas e murcha
das plantas, assim como o dia de inicio dos primeiros sintomas e
morte das plantas.

Para confirmacédo da morte por FOP, as mudas que apresentaram
sintomas de murcha foram coletadas e partes do caule e raiz
foram cortadas e desinfestadas por 80 s em etanol 70%, em se-
guida por 40 s em hipoclorito de s6dio 0,5% e por ultimo lavadas
por duas vezes em agua destilada estéril. Os segmentos desinfes-
tados foram transferidos para o meio BDA e, apds cinco dias, as
col6nias crescidas foram analisadas morfologicamente quanto a
presenca de macro e microconidios de FOP. Os resultados foram
expressos em percentuais de incidéncia de plantas mortas.

Resultados e Discussao

Os resultados das inoculacdes utilizando as trés metodologias sao
apresentados na Tabela 1. Observa-se que somente o método MIR
resultou na morte das plantas por fusariose, dentro do periodo de
tempo utilizado nas avaliacoes. O aparecimento dos sintomas tipicos
da doenca, como amarelecimento de folhas seguido de murcha, ini-
ciou-se aos 7 DAI em metade das plantas inoculadas (Figura 1).

As primeiras mortes ocorreram ap6s 15 dias de inoculacao (Figura 2).

Nao houve mortalidade completa na metodologia MIR (Tabela 1).
Assim, considerando que as inoculacdes foram realizadas em condi-
¢Oes controladas em camara de crescimento, e que houve uniformi-
dade nas diversas etapas de inoculacdao, uma hipdtese que poderia
explicar estas observacdes seria a variabilidade genética dentro da
variedade FB200. Como o maracujazeiro é uma espécie essencialmente

11
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aldgama, como resultado da autoincompatibilidade da espécie existe
certa uniformidade fenotipica para as principais caracteristicas agroné-
micas, porém as plantas sdo geneticamente diferentes. Assim, haveria
a possibilidade de se ter plantas com diferentes niveis de resisténcia ao
patégeno dentro de uma mesma variedade, resultando em diferentes
indices de mortalidade, em determinado periodo de tempo.

Tabela 1. Percentagem de plantas de maracujazeiro mortas pela fusa-
riose, com uso das metodologias de imersado das raizes na suspensao
do inéculo (MIR), método da areia e fubd de milho colonizados (MAFC)
e método por ferimento das raizes por perfuracdao do solo, seguido de
inoculacao (MPS), entre 3 e 60 dias apds a inoculacao (DAI) em vasos.

Dias apés a inoculacao

Método

MIR 0,0 0,0 12,5 62,5 625 625 625 62,5
MAFC 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
MPS 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

Mesmo havendo estas diferencas genéticas dentro das variedades ou
mesmo de acessos de germoplasma, o desenvolvimento de metodolo-
gias que permitam o screening de gendétipos resistentes é extremamen-
te Util por permitir a eliminacao das plantas suscetiveis. Além disso,
embora a heranca da resisténcia ao FOP nao seja conhecida, o fato de
haver grandes diferencas na mortalidade de plantas de maracujazeiro
em plantios comerciais, dentro de uma mesma variedade, indica que

a resisténcia tende a ser quantitativa. Com base nestas perspectivas,
o0 uso de métodos de melhoramento mais refinados, como a selecao
recorrente, permitiria a elevacao da frequéncia alélica dos genes de
resisténcia, visando a obtencao de populacdes melhoradas.
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Figura 2. Morte de maracujazeiro
por fusariose, ocasionada pelo
método de imersao das raizes

em suspenséao de inéculo por cinco
minutos, 15 dias apds a inoculacao.

Figura 1. Planta inoculada pelo
método de imersao das raizes em
suspenséo de conidios de FOP por
5 minutos, 7 dias apds a inocula-
cdo, apresentando sintomas tipi-
cos de fusariose do maracujazeiro.

Fotos: Aline dos Santos Silva
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A partir do reisolamento do patdgeno nas plantas com sintomas tipicos,
foi possivel confirmar a presenca do FOP e, assim, fechar o Postula-

do de Koch (Figura 3). Como o isolado FOPOO2 nao é monospérico,
observou-se grande variagcao no aspecto morfolégico dos isolamentos,

resultando na presenca de variantes genéticos dentro deste isolado.
Estas observacoes sdo corroboradas pelos relatos de ampla variabilida-
de genética em isolados de FOP, por meio da andlise de marcadores do
tipo AFLP (Silva et al., 2010).

Fotos: Aline dos Santos Silva

Figura 3. Mudas com sintomas tipicos da fusariose e placas de Petri com micélios do
fungo Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae, provenientes do isolamento a partir de seg-
mentos de caule e raizes das plantas sintomaticas de maracujazeiro.
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No patossistema F. solani (forma assexuada de Nectria haematococa) vs
maracujazeiro, Fischer et al. (2005) recomendam que os testes de selecdo
para resisténcia sejam realizados com uma mistura de isolados do patége-
no, para que se possa permitir que o material genético seja exposto a uma
populacado do patégeno e, assim, expressar de forma mais precisa o nivel
e a estabilidade desta resisténcia. O objetivo é otimizar o tempo nas ava-
liacbes e maximizar a selecao para obtencao de gendtipos com resistén-
cia mais duradoura, tendo em vista a grande diversidade de ambientes e
formas de FOP as quais as variedades de maracujazeiro estardo expostas.

Em relacdo a metodologia MAFC, observou-se grande proliferacao do
fungo no solo que recebeu o substrato colonizado (Figura 4). Porém, esta
metodologia nao possibilitou o aparecimento dos sintomas tipicos da do-
enca. Provavelmente, com esta estratégia o fungo necessita de mais de
60 dias para colonizacado do solo e posterior penetracao nas raizes.

Figura 4. Método de inoculacdo com areia e fubd de milho com 100 gramas de substrato
colonizado, dez dias apés a inoculagdo em vasos com maracujazeiro.

Com relacédo a metodologia MPS, também nao foram observados sinto-
mas da fusariose nas plantas, mesmo decorridos 60 dias da inoculacao
(Figura 5). Algumas hipéteses podem ser levantadas em relacdao ao maior
tempo necessario para colonizacao do solo, ou mesmo ineficiéncia do
método. Independente disso, o longo periodo para manifestacédo dos sin-
tomas da doenca reduz a eficacia do método nos quesitos de praticidade
e rapidez no screening do germoplasma em busca de fontes de resistén-
cia ou mesmo em selecdes de populacdes segregantes de maracujazeiro.

Fotos: Aline dos Santos Silva
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Fotos: Aline dos Santos Silva
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Figura 5. Plantas inoculadas pelo método de ferimento de raizes por perfuracdo do solo,

60 dias apds a inoculacdo de maracujazeiro em vasos.

A eficiéncia do método de imersao das raizes pode ser explicada pela
area de exposicao das raizes aos conidios, aumentando a possibilida-
de de penetracao do patégeno. Este método foi utilizado com sucesso
na inoculacao de feijoeiro Phaseolus vulgaris por Fusarium oxysporum
f. sp. phaseoli em trabalhos realizados por Pastor-Corrales e Abawi
(1987), Piza (1993) e Nascimento et al. (1998). Também em feijoeiro,
Rava et al. (1996) obtiveram alto nimero de plantas infectadas, com
inicio dos sintomas 20 dias apds a inoculacao.

Especificamente em relacdo a fusariose do maracujazeiro causada pelo
FOP, os estudos sao escassos. Ao analisar plantas de maracujazeiro
amarelo por meio de trés metodologias de inoculacao, quais sejam:

1) feridas nas raizes das plantas e imersdao em suspensao do inéculo;
2) aplicacdo da suspensdo do indculo diretamente nas raizes no subs-
trato; e 3) depdsito do inéculo no colo das plantas, com anélises aos
dois, sete e nove meses apds o plantio, Bedoya et al. (1983) verifi-
caram que os sintomas apareceram de trés a quatro semanas apds a
inoculacao nos trés tratamentos e em todos os periodos avaliados.

O tratamento mais efetivo para inoculacdo da doenca foi aquele relacio-
nado ao ferimento das raizes e imersdo em suspensao do inéculo.
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Os resultados obtidos até o momento com a metodologia MIR sao
bastante animadores e importantes para as acdes de pesquisa relacio-
nadas ao melhoramento do maracujazeiro para resisténcia a fusariose,
pois diversas metodologias avaliadas para manifestacao dos sintomas
da fusariose do maracujazeiro em condicdes controladas nao tiveram
sucesso, e neste trabalho conseguiu-se reproduzir os sintomas tipicos
da doenca em mudas e ainda isolar o patégeno.

O manejo das doencas causadas por patdégenos de solo é realizado,
preferencialmente, pelo uso de cultivares resistentes, pois é o método
preferido pelos agricultores por ser mais barato e de facil utilizacao.
Portanto, o desenvolvimento de metodologias para diagnose precoce e
rdpida de FOP em maracujazeiro auxiliard a avaliacido de germoplasma
ou material melhorado, trazendo grandes perspectivas para aumentar a
eficiéncia na identificacdo de fontes de resisténcia, bem como na sele-
cao de plantas resistentes em populacdes segregantes.

Conclusoes

O método de imersao das raizes em suspensao de inéculo de Fusarium
oxysporum f. sp. passiflorae, na concentracdo de 10° conidios mL",
permitiu o aparecimento dos sintomas da fusariose do maracujazeiro de
forma precoce e o reisolamento do patégeno, constituindo-se assim,
numa metodologia promissora para a selecao de genétipos resistentes
de maracujazeiro a esse patégeno.
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