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RESUMO

TEIXEIRA, LETICIA MAGALHAES. Caracterizacdo de isolados de Fusarium
oxysporum e resisténcia de gendtipos de Passiflora a fusariose. UFU, 2015. 54p.

Dissertacdo (Mestrado em Agronomia/Fitopatologia) — Universidade Federal de
Uberlandia, Uberlandiat

O Brasil € o maior produtor mundial de maracuja, e a podriddo do colo do
maracujazeiro (Passiflora edulis f. flavicarpa), causada por Fusarium spp., é um dos
principais problemas da cultura no Brasil, sendo responsavel pelo decréscimo da
produtividade. Apesar de no Brasil, o maracuja-amarelo ser propagado
predominantemente por via sexual, a utilizacdo de porta-enxertos tolerantes a morte
prematura de plantas pode ser uma forma de viabilizar o plantio de maracujazeiros em
areas com historico da doenca. O objetivo do trabalho foi caracterizar os isolados de
Fusarium existentes no Tridngulo Mineiro e determinar o melhor gendtipo a ser
utilizado para reduzir as perdas com a doenca causada por Fusarium spp. Os isolados de
Fusarium sp. foram coletados de plantas com sintomas de lesdo vascular, em lavouras
comercias de maracuja situadas em Uberlandia, Distrito de Cruzeiro dos Peixotos
(Uberlandia), Indianopolis e Prata, MG. O isolamento do fungo foi realizado em BDA e
apds 10 dias de incubacdo realizou-se a repicagem em CMA (Corn Meal Agar). O teste
de patogenicidade dos isolados foi realizado em mudas de Passiflora edulis aos 45 dias
de idade oriundas do Viveiro Flora Brasil. A quantificagdo da esporulagédo dos isolados,
em 3 diferentes meios, foi determinada através da contagem de conidios na camara de
Neubauer apos 10 dias de incubacdo em extrato de male 2%, BDA e CMA, em
esquema fatorial 4X3 com 5 repeticdes. As placas de Petri foram incubadas a 22 + 3°C e
fotoperiodo de 12 horas para crescimento miceliogénico do fungo. A caracterizacdo das
estruturas morfoldgicas dos isolados foi realizada em cultivo minimo composto pelo
meio de Malte a 2% com solo+areia autoclavados na proporcdo de 1:1. O crescimento
micelial de cada isolado foi determinado pelo didmetro micelial obtido em BDA (Batata
Dextrose Agar 39 g L1), Extrato de malte a 2% e CMA (17 g L) aos 10 dias de
incubagdo em um delineamento inteiramente casualizado em arranjo fatorial 4 x 3 com
5 repeti¢Bes. Cinco dias apds a avaliagdo do crescimento micelial observou-se o aspecto
visual das colénias quanto a cor. Trés espécies de Passiflora e 2 tipos de mudas foram
utilizadas como porta enxerto para avaliar a resisténcia a fusariose em delineamento de
blocos casualizados com quatro repeticbes em esquema fatorial 3X2 sendo trés especies
de Passiflora, Passiflora alata, P. setacea e P. edulis e dois tipos de mudas, pé franco e
enxertadas com P. edulis. Todos isolados foram confirmados como fitopatogénicos. O
melhor meio para a producdo de conidios foi o Extrato de Malte e os isolados mais
esporulantes foram LMTO1l (AL) e LMTO02 (GU). Na caracterizagdo morfologica as
coloracdes dos isolados nos meios de cultura estudados variaram entre branco, rosa e
roxo. O BDA foi o pior meio para o crescimento micelial dos isolados apresentando
menores médias para o didmetro de colbnia. Apenas LMTO02(GU) e LMTO4(IN)
formaram macro e microconidios. Os formatos, dimensGes e numero de septos dos
macro e microconidios, bem como as caracteristicas das monofialides permitiram
classificar todos isolados como Fusarium oxysporum f.sp. passiflorae. No campo
Passiflora alata e P. setacea usados como porta enxerto para P.edulis, se mostraram
mais resistentes a fusariose. Apesar de P.edulis ndo sobreviver como pé franco, sua
utilizacdo como porta-enxerto promoveu, da mesma forma que P.setacea, o maior
crescimento dos ramos secundarios aos 180 dias apds transplante.

Palavras-chave: Passiflora spp., Fusarium sp., enxertia.
1 Orientador: Prof. Lisias Coelho, Ph.D. — UFU



ABSTRACT

TEIXEIRA, LETICIA MAGALHAES. Caracterizacdo de isolados de Fusarium
oxysporum e resisténcia de gendtipos de Passiflora a fusariose. UFU, 2015. 54p.

Dissertacdo (Mestrado em Agronomia/Fitopatologia) — Universidade Federal de
Uberlandia, Uberlandia!

Brazil is the major passion fruit producer in the world, and collar rot of Passiflora
edulis f. flavicarpa, caused by Fusarium spp., is one of the limiting problems of the
crop, significantly reducing yield. Although yellow passion fruit is propagated by seeds,
the use of rootstocks tolerant to early death could be a management strategy for
cultivation in areas with disease history. Thus, this study characterized Fusarium
isolates obtained in Tridngulo Mineiro and determined the most suitable genotype to use
for grafting to reduce losses caused by fusariosis. Fusarium sp. isolates were obtained
from symptomatic plants in commercial areas of Uberlandia, District Cruzeiro dos
Peixotos (Uberlandia), Indianopolis and Prata, MG. Fungal isolation was done in PDA
and 10 days later, mycelial fragments were transferred to CMA (Corn Meal Agar).
Patogenicity test was done in 45-days-old Passiflora edulis seedlings. Sporulation in
three different growth media was quantified by counting in Neubauer chamber 10 days
after transferring mycelial disks to malt extract-agar 2%, PDA and CMA, in a
completely randomized design as a factorial 4X3 with five replications. The isolates
were incubated in Petri plates at 22 + 3°C and 12 hours lighting to stimulate
myceliogenic growth. Characterization of morphological structures of isolates was done
with minimum cultivation in Malt extract-agar 2% amended with sterilized soil + sand
(1:1). Mycleial growth was determined by measuring colony diameter in PDA (Potato
Dextrose Agar 39 g L), Malt extract Agar 2% and CMA (17 g L) 10 days after
incubation, as a 4 x 3 factorial, with 5 replications. Five days later the color of the
colonies was evaluated. Three Passiflora species and two seedling types were used to
evaluate field resistance to fusariosis, in a randomized block design, as a 3X2 factorial,
with three Passiflora species (Passiflora alata, P. setacea and P. edulis) and two
seedling types (ungrafted or grafted with P. edulis). All isolates obtained were
pathogenic to P. edulis. The best medium for conidium production was Malt extract and
most sporulating isolates were LMTO1 (AL) and LMTO02 (GU). Isolate color varied
from white to pink to violet. PDA was the the medium that least favored mycelial
growth of the isolates. Only LMTO02(GU) and LMTO4(IN) formed macro and
microconidia. Shape, dimensions and septa number of macroconidia and microconidia,
as were as the presence of characteristic monophyalides allowed the classification of all
isolates as Fusariumoxysporum f.sp. passiflorae. Passiflora alata and P. setacea, used
as rootstocks for P. edulis in the field, were resistant to fusariosis. Although ungrafted
P. edulis does not survive in areas infested with the pathogen, its use as a rootstock
promoted, similarly to P. setacea, greater growth of secondary branches 180 days after
transplanting to the field.

Keywords: Passiflora spp., Fusarium sp., grafting.

1 Supervisor: Prof. Lisias Coelho, Ph.D. — UFU



1 INTRODUCAO

O maracujazeiro pertence a familia Passifloraceae, amplamente distribuida pelos
trépicos, havendo mais de 580 espécies, a maioria nativa na América tropical (Lima e
Guerreiro, 2007). Lima et al. (2007) ressaltam a grande importancia socioeconémica
conferida pela fruteira, ja que esta é cultivada em pequenos pomares, em média de um a
quatro hectares. Além disso, essa fruteira possui um longo periodo de safra, variando de
oito a doze meses a depender da regido do pais, fato que permite um equilibrio de renda
ao longo de todo o ano, contribuindo para a melhoria de vida principalmente em
propriedades rurais de produgdo familiar.

O maracuja é produzido no Brasil, Coldmbia, Equador, Peru, Africa do Sul e
Austrélia, sendo o Equador o maior exportador. O Brasil possui uma grande diversidade
de espécies de maracujazeiro, aproximadamente 139 espécies de Passiflora (Bernacci et
al., 2013). Atualmente é o maior produtor mundial de maracuja, com producdo de
776097 toneladas no ano de 2012, numa area de 57848 hectares (IBGE, 2012), sendo o
maracuja azedo predominante nos plantios do Pais (Bruckner et al., 2002; Meletti ,
2011).

Apesar dessa posicdo de destaque, a produtividade média nacional é baixa (11,8 t
hal), comparada ao potencial de producdo da cultura, estimado em 40 a 50 t ha'l
(MELETTI et al, 2000; FREITAS et al., 2011). Isso porque a expansdo da &rea
plantada fez-se acompanhada do surgimento e, ou, agravamento de um grande nimero
de doencas. Segundo Sabido et al. (2011), ha um grande risco de reducdo drastica das
areas cultivadas com maracujazeiro, devido as doengas. Estes problemas fitossanitarios
tém reduzido o tempo de exploracdo econdmica da cultura e, até mesmo, inviabilizado o
seu cultivo em determinadas regides (FISCHER et al., 2005).

Segundo Faleiro et al. (2005), as principais doencas que comprometem a
rentabilidade da cultura sdo: bacteriose (Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae
(Pereira) Goncalves e Rossato), virose do endurecimento do fruto (Passionfruit
Woodiness Virus- PWV ou Cowpea aphid-born mosaic virus- CABMW), antracnose
[Colletotrichium gloeosporioides (Penz). Penz e Sacc.] e a murcha de fusarium
(Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae W.L. Gordon apud G.S. Purss). De acordo com

Roncatto et al. (2004) esta Gltima doenca, por sua vez, é considerada a mais complexa.



A murcha de fusarium €é também designada (Fischer et al, 2010) como
‘fusariose’ ou ainda como ‘morte prematura’. Estes autores caracterizam a doenga com
inicio de um amarelecimento e murcha de ramos, até o secamento de toda a planta,
resultado da podriddo do sistema radicular e do colo. Normalmente, a necrose estende-
se acima do nivel do solo de 2 a 10 cm, podendo progredir ao longo das raizes
(FISCHER; RESENDE, 2008). A doenca é observada em plantas adultas, porém, sob
condicdes favordveis, como solos com historico da doenca e elevada temperatura e
umidade; as plantas novas também podem sucumbir ao ataque do patégeno (PONTE et
al., 1998).

A obtencdo de gendtipos resistentes a fusariose tem sido uma demanda
importante nas pesquisas de melhoramento genético. As dificuldades para esses
trabalhos estdo na obtencdo de isolados esporulantes e agressivos.

O uso de porta enxertos resistentes associados a outras técnicas de manejo
integrado tem sido estimulado por se tratar de uma medida eficaz, econdmica e
ecoldgica no controle da fusariose.

Assim, o trabalho visa caracterizar isolados de Fusarium existentes no
Triangulo Mineiro e determinar o melhor gendtipo a ser utilizado visando reduzir

perdas com a Fusariose.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Género Passiflora

O género Passiflora pertence a familia Passifloraceae e é o de maior
expressividade, pois abrange cerca de 580 espécies (Lima e Guerreiro, 2007). O nimero
de espécies no Brasil é de 111 a 150, sendo que o maior centro de distribuicdo
geografica deste género localiza-se no Centro- Norte do Brasil (OLIVEIRA et al., 1994;
SOUZA; MELETTI, 1997). Contudo, somente algumas espécies tém importancia
econdmica em funcdo da qualidade dos frutos para consumo ou por apresentarem
propriedades medicinais (SOUZA et al., 2012). Conforme d’Eeckenbrugge (2003) sdo
cerca de 81 espécies comestiveis, compondo o género com o segundo maior nimero de
espécies frutiferas. Padua (2004) menciona as principais espécies da América Latina,
sendo elas: P. edulis (maracuja roxo) e sua forma flavicarpa (maracuja azedo ou
maracuja amarelo), P. alata (maracuja doce), P. tripartita var. mollissima Holm-Nielsen
e Jorgensen (curuba e Castilla), P. tarminiana Coppens e Barney (curuba quitefia), P.
cumbalensis (Karst) Harms (curuba vermelha), P. ligularis Juss. (granadilha), P.
quadrangularis L. (maracuja- meldo), P. maliformis L. (maracuja de 0sso) e P. nitida
(maracuja suspiro). Ha ainda o P. setaceae e o P. caerulea, espécies de grande
importancia em programas de melhoramento genético, conforme citado por Faleiro et
al. (2005).

Quanto a variabilidade morfologica, o género Passiflora compreende plantas
trepadeiras herbaceas ou lenhosas, podendo apresentar-se como ervas e arbustos de
hastes cilindricas ou quadrangulares, angulosas, suberizadas, glabras ou pilosas
(TEIXEIRA, 1994).

As Passifloras sdo dependentes da polinizacdo cruzada para a formacao do fruto,
devido a sua morfologia floral. Apesar de a flor ser completa em maracujazeiro-
amarelo, ocorre autoincompatibilidade (BRUCKNER et al., 1995; SUASSUNA et al,,
2003). Quanto a polinizacdo, Ataide et al. (2012) mencionam que espécies de
maracujazeiro apresentam periodos de abertura floral distintos, quase sempre curtos,
dificilmente com duracdo de oito horas.

Muitas das trepadeiras do género Passiflora fornecem frutos de varias
aplicabilidades alimenticias, culindrias e medicinais. O suco do maracujd é rico em

vitaminas hidrossoliveis, especialmente A e C, sais minerais, fibras, célcio e fdésforo
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(LIMA, 1994). Talvez o principal destaque do maracuja sejam suas propriedades
medicinais, pois, de acordo com Costa e Tupinamba (2005), o fruto é amplamente
consumido para controlar a ansiedade, insonia, tremores em idosos, diabetes e
obesidade, entre outras indicacoes.

A cultura adquiriu expressdo econdmica nacional a partir da década de 80,
inicialmente pelo incentivo da agroindUstria, que estimulou o mercado do produto
processado na forma de suco. Em seguida, a crescente demanda no mercado de fruta
fresca ampliou significativamente o mercado interno. Assim, a partir de 1986, a cultura
apresentou crescimento constante em area plantada, resultante da popularizacdo do
consumo de frutas in natura nos grandes centros e consequente menor dependéncia das

indUstrias extratoras de suco (RIZZI et al., 1998).

Propagacao do maracujazeiro

O maracujazeiro pode ser propagado de forma sexuada, atraves de sementes, e
assexuada, pela utilizacdo da estaquia, enxertia, alporquia e cultura de tecidos in vitro.
Apesar de tantas opc@es, os produtores normalmente realizam a propagacgdo através de
sementes. A origem das sementes usadas na propagacdo do maracujazeiro é de
fundamental importancia, sendo imprescindivel o uso de plantas matrizes de qualidade
comprovada. A qualidade tem sido o maior problema das sementes das Passifloraceas,
ligado principalmente & sua germinacdo, que ocorre de forma irregular no inicio e no
término do processo, podendo este periodo ser de dez dias a trés meses, o que dificulta a
formacéao de mudas, devido a grande desuniformidade (BRAGA; JUNQUEIRA, 2003).

Deve-se considerar a dorméncia de sementes de Passifloraceas, pois mesmo
fisiologicamente maduras, apresentaram baixa germinacdo, podendo existir outros
fendmenos interferindo no processo (ALMEIDA et al., 1988b).

Plantas-matrizes com caracteristicas desejaveis, como elevada produtividade e
frutos com teores elevados de suco e de sélidos solliveis, podem ser reproduzidas por
meio da propagacdo Vvegetativa, aumentando sensivelmente a produtividade dos
pomares e conferindo maior uniformidade as caracteristicas das plantas e dos frutos
(ALMEIDA et al., 1991). A propagacdo vegetativa abre boas perspectivas de cultivo
para 0 maracuji, uma vez que a vida Util dos pomares vem se reduzindo nos Gltimos

anos, em decorréncia de problemas fitossanitarios, causados por patdégenos de solo.
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Porém, até o momento, esse método de propagacao ndo é utilizado em escala comercial
no Brasil, diferente da Africa do Sul onde a enxertia é o principal método de
propagagéo (GRECH; RIJKENBERG, 1991).

A estaquia trata-se de um enraizamento de estacas de maracujazeiro sendo uma
técnica de facil realizacdo. Consiste em colocar para enraizar pedagos do ramo,
contendo diversas gemas e folhas inteiras ou parte delas, sob condicbes de elevada
umidade relativa, em substrato previamente preparado. A principal vantagem em
relagdo a enxertia € o menor requerimento de méo-de-obra. Por esse método, € possivel
a clonagem tanto de variedades copa como de porta-enxertos com caracteristicas
agrondmicas superiores. A época mais indicada para se proceder ao enraizamento €
quando as plantas estdo em crescimento ativo e sem producdo de frutos (inicio da
primavera) (SALOMAO et al., 2002)

A enxertia € um método de obtencdo de novas plantas pelo processo assexuado
de multiplicacdo vegetativa, com a intervencdo humana. Consiste em transplantar uma
muda chamada cavaleiro, ou enxerto, ou epibioto, em outra planta denominada cavalo
ou porta-enxerto, ou hipobioto, provida de raizes. O cavalo e cavaleiro geralmente sdo
de plantas da mesma espécie ou de espécies proximas. A enxertia pode ser feita por
varios métodos, sendo os mais comuns a encostia, a borbulhia, e a garfagem com suas
variacOes, conforme a planta, pois cada espécie se adapta a um tipo.

A enxertia por garfagem em maracujd amarelo é viavel, tanto para o tipo fenda
cheia quanto para o inglés simples (CORREA, 1978). Quando se usou garfos de plantas
adultas, a garfagem por fenda cheia foi significativamente superior ao tipo inglés
simples e quando se utilizou garfos de “seedlings”, o tipo inglés simples foi melhor que
o0 de fenda cheia. Este autor verificou também que as mudas enxertadas desenvolveram-
se menos do que de pé franco.

A técnica da enxertia hipocotiledonar mostrou-se viavel, apresentando excelente
rendimento para a formacdo da muda quando comparada a enxertia em mudas
desenvolvidas, além de resolver o problema de incompatibilidade de diametro entre as

pecas envolvidas no processo (KIMURA, 1994).



Caracterizacdo das espécies de maracujazeiro estudadas
Passiflora alata

O maracujazeiro-doce (Passiflora alata Curtis) é uma espécie nativa da América
do Sul, especialmente do Brasil, encontrada no Para e do Centro-Oeste e Bahia até o
Rio Grande do Sul, é encontrada também no Peru, Paraguai e Argentina (KILLIP,
1938), pouco conhecida ainda pela maioria da populacdo. Os pomares se expandiram
em fungdo dos precos elevados do produto comercial no mercado de frutas frescas
(VASCONCELLOS; CEREDA, 1994). E cultivada também para fins medicinais,
porque produz passiflorina, um calmante natural (MELETTI; MAIA, 1999). Seu valor
ornamental esta associado as flores, coloridas e perfumadas.

A selecdo realizada por produtores tecnificados possibilitou obter plantas
produtivas e frutos com mais de 350 g, ovais, amarelo-alaranjados, de sabor e aroma
agradaveis expandindo o cultivo do maracuja-doce (SILVA, 1998).

O maracuja-doce, apesar da menor representatividade, atinge precos unitarios
mais expressivos no segmento das frutas frescas. No entanto, a expansdo dos pomares
tem sido limitada pela dificuldade de convivéncia com a bacteriose causada por
Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae (GONCALVES; ROSATO, 2000). Porém, a
espécie é considerada tolerante a pragas e doencas de solo, e por isso podera vir a ser
utilizada como porta-enxerto para as cultivares de maracujazeiro amarelo, embora esta

enxertia ainda ndo seja comercialmente utilizada.

Passiflora setaceae D. C.

Passiflora setacea é um maracujazeiro com frutos bastante apreciados em sucos
e sorvetes (PEREIRA et al., 2007), sendo conhecido popularmente como maracuja-
sururuca, maracuja-do-sono ou maracuja-de-cascavel (OLIVEIRA; RUGGIERO, 2005).
Planta de caule rolico, sutiimente revestido de tomento pardacento, folhas trilobadas,
peciolo com 3 cm de comprimento. As flores sdo brancas e solitarias, a antese ocorre
depois das 18 horas, apresentando baixa taxa de frutificacdo. Frutos ovoides e globosos,
casca coriacea tornando-se verde-amarelada e rajada, quando proximo a maturagao;
apresenta 127-233 sementes por fruto, sdo obovadas e levemente reticuladas (FALEIRO
et al., 2005).



Essa espécie silvestre tem-se mostrado bastante resistente a doencas causadas
por patdégenos de solo, bem como a algumas doencas da parte aérea da planta, como
antracnose, verrugose, septoriose além de apresentar tolerdncia a virose do
endurecimento do fruto, representando assim uma opgdo de grande potencial para uso
como porta enxertos e ainda em programas de melhoramento (OLIVEIRA;
RUGGIERO, 2005; JUNQUEIRA et al., 2005; BRAGA et al., 2006)

Passiflora edulis Sims f. flavicarpa Deg

Essa espécie caracteriza-se como uma trepadeira sublenhosa e de grande vigor
vegetativo, de caule cilindrico ou ligeiramente anguloso quando jovem. As folhas sdo
trilobadas, subcoriaceas, serreadas e lustrosas na face superior, com peciolo de até 4 cm
de comprimento. As flores sdo axilares e solitarias, hermafroditas brancas com franja
roxa, com até 7 cm de diametro, filamento da corona com 4 ou 5 séries. O fruto & uma
baga globosa, parcialmente glabra, 5 a 7 cm de didmetro, de cor amarelo-aurea, de
pericarpo pouco espesso, contendo numerosas sementes ovais, reticuladas pretas e polpa
um tanto acida e aromatica (TEIXEIRA et al., 1994).

O maracuja-amarelo (Passiflora edulis Sims f. flavicarpa Deg.) e 0 maracuja
roxo (P. edulis), origindrios da América tropical, sdo cultivados em todo o territdrio
nacional, devido as excelentes condi¢cdes ecologicas para seu cultivo (BORGES et al.,
2003). Conforme Souza et al. (2012), esta espécie possui grande importancia
econdmica devido a qualidade dos frutos para o consumo e ainda as suas propriedades
medicinais. Por apresentar essas qualidades, P. edulis € a espécie mais difundida e
cultivada. O seu cultivo em escala comercial iniciou-se na década de 1970 (LIMA et al.,
2004). Estima-se que, juntas, as espécies P. edulis f. flavicarpa e P. edulis ocupem mais

de 90% da area cultivada com maracuja no mundo (FALEIRO et al., 2005).

2.2 Género Fusarium

2.2.1 Etiologia, epidemiologiae ciclo de vida

O género Fusarium tem ampla distribuicdo geografica, ocorrendo em
praticamente todos os ambientes, é classificado reino Eumycota, divisdo Ascomycota,
Godoy e Colombo (2004). As espécies deste género forma esporos assexuados

denominados macroconidios e microconidios que podem ser hialinos, geralmente
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septados, caracterizados por possuirem as células basal e apical distintas, que sdo de
grande importancia na taxonomia das espécies.

Outra estrutura tipica do género Fusarium sdo os clamiddsporos, estrutura que
tem como funcdo principal a sobrevivéncia do fungo no solo. E formado por meio da
modificacdo de uma ou mais células da hifa que tém a sua parede espessada atraves do
desenvolvimento de uma parede secundaria interna (MASSOLA Jr.; KRUGNER,
2011).

O modo de formagdo dos microconidios, a presenca de cadeias e a formacdo de
clamiddsporos sdo importantes na diferenciacdo entre espécies (Ventura, 1999; Nelson
et al, 1981; Booth, 1971). Para Booth (1971), a morfologia dos esporos é a melhor
caracteristica para a identificacdo de Fusarium. Quando microconidios sdo formados em
cadeias, é facilmente possivel observar colocando uma placa de Petri aberta debaixo da
lente de um microscopio de baixa magnitude.

Os critérios taxonémicos usados, segundo Nelson et al. (1983), na identificagdo
das espécies sdo: forma basal da célula, tamanho dos macroconidios, presenca dos
microconidios, tipo de células microconidiogénicas (fidlides) e presenca ou nao de
clamidésporos

A especializacdo de Fusarium a um hospedeiro permite sua classificacdo em
forma specialis (f.sp.). Existem mais de 150 formae speciales especificas, descritas no
complexo F. oxysporum, cada um deles composto de um ou mais grupos de
compatibilidade vegetativas e muitas vezes, distintas racas patogénicas (BAAYEN et
al., 2000). Em alguns casos, além de atacar grupos especificos de plantas, estes fungos
sdo divididos em racas, de acordo com a habilidade de infectar cultivares especificas,
indicando a elevada plasticidade genética deste patdgeno.

A identificacdo de Fusarium envolve trés conceitos de espécie: o da espécie
morfologica, baseada na similaridade dos caracteres morfologicos observavers,
denominados de marcadores morfologicos; o da espécie biologica, baseado na
compatibilidade sexual entre membros da mesma espécie; e 0 conceito de espécie
filogenética baseado na analise de sequéncias génicas (O'DONNELL et al., 2000;
SUMMERELL et al., 2003)

As varias espécies e formae speciales do género tém capacidade de adaptacéo e
sobrevivéncia por longos periodos no solo, na forma de clamidosporos. Essas estruturas

de sobrevivéncia podem se manter viaveis e serem disseminadas atraves da
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movimentagdo de solos provocada pelo vento, agua ou implementos agricolas
(BEDENDO, 2011; VENTURA, 1999). O agravante € que 0 patdgeno sobrevive por
muito tempo no solo. Sua disseminacdo € favorecida pelo clima tropical, pois durante
chuvas frequentes aliadas a uma faixa de temperatura entre 20 e 25°C, a viruléncia do
patdgeno na cultura é favorecida, ocorrendo o inverso em épocas de climas mais
amenos (Dias, 2000). De acordo Viana e Costa (2003), em maracujazeiros, as espécies
F. solani e F. oxysporum sdo as que mais causam prejuizos a cultura.

Fusarium solani é a espécie do género Fusarium mais importante na ocorréncia
de podriddo de raizes. Esta espécie possui hifas septadas que formam um micélio
branco — acinzentado, flocoso, variando de esparso a denso. Os microconidios
produzidos sdo ovalados, uni ou bicelulares e formados em grande quantidade nas
extremidades de microconidioforos. Os macroconidios sdo fusiformes, multiseptados
formados a partir de conidiéforos emergentes de esporoddquios e sdao em média quatro
vezes maiores que os microconidios. As hifas de F.solani produzem abundantemente
clamiddsporos ovais a globosos, com paredes lisas ou rugosas. Sdo formados no apice
dos ramos laterais curtos ou intercalares a hifa. A forma perfeita desta espécie de
Fusarium corresponde a Haematonectria haematococca, um ascomiceto que produz
peritéecios onde se formam os ascos cilindricos e formam oito ascosporos elipsoidais
hialinos, que posteriormente adquirem coloracdo marrom-claro (BEDENDO, 2011).

A espécie F.oxysporum caracteriza-se por apresentar micélio extensivo e
cotonoso, frequentemente produzindo coloragdo rosea, pdrpura ou amarela no meio de
cultura. Apresentam microconidios abundantes, geralmente unicelulares, ovoides,
formados em conidiéforos simples ou ramificados; e macroconidios também abundantes
falcados e multiseptados; produzem clamidésporos. (Booth, 1971; Nelson et. al, 1983)
Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae (MCKNIGHT, 1951) (FOP), agente etiologico
da fusariose ou murcha do maracujazeiro, tem causado sérios problemas ao sistema de
producdo da cultura, reduzindo a produtividade, desestimulando a producdo,
aumentando o carater itinerante da passicultura e o desemprego nas principais regioes
produtoras. Sua transmissdo ocorre de um pomar para outro por meio de mudas
contaminadas, e, entre plantas por meio de contato entre raizes e pela agua de irrigacéo,
principalmente quando esse fornecimento é feito por sulcos (JUNQUEIRA et al., 2005;
JUNQUEIRA et al., 2003). Além disso, tem-se como agravante o fato de haver alta

variabilidade fenotipica do patdégeno, de acordo com observacbes dos isolamentos do



fungo, oriundos de areas infectadas. O principio desta variabilidade é pouco conhecido,
porém sabe-se que mecanismos que promova altas taxas de mutacé@o estdo relacionados
(LANGIN et al., 1995).

Sabe-se que a composicdo do meio de cultura a temperatura e luminosidade
determinam a quantidade e qualidade do crescimento micelial e esporulacdo dos
fitopatogenos (DHINGRA; SINCLAIR 1995).

2.2.2 Sintomatologia

Santos Filho et al. (2004) caracterizam a fusariose com sintomas de murcha e
secamento das folhas, como consequéncia de lesdes necréticas nas raizes ou devido a
impermeabilizacdo dos vasos condutores de seiva. O micélio do fungo coloniza os vasos
da planta bloqueando o xilema e, assim, o fluxo de agua, provocando a murcha (Index
Fungorum, 2013). Cole et al. (1992) complementaram que o inicio do processo é
caracterizado com o amarelecimento e a perda da turgescéncia dos brotos, seguida de
murcha e seca da planta, resultado do completo anelamento necrético do colo da planta.
Normalmente, a necrose estende-se acima do nivel do solo de 2 a 10 cm, podendo
progredir ao longo das raizes (FISHER; RESENDE, 2008). Os sintomas internos podem
ser visualizados através de um corte transversal ou longitudinal no caule, onde se
observa um escurecimento ou avermelhamento dos tecidos. Sdo também descritos
intumescimento e rachaduras da casca, na regido do colo afetado, exibindo uma
coloracdo arroxeada nas bordas das lesdes e formando, sob condicdes de elevada
umidade, estruturas pouco maiores que grdos de areia, de coloragdo avermelhada, que
nada mais sdo do que os peritécios do patdgeno, ou seja, a fase perfeita do fungo
(Fischer et al., 2005a). Essas manifestacBes vém a reduzir de forma drastica a vida util

dos pomares, em alguns casos antes mesmo do inicio da fase reprodutiva.

2.2.3 Controle

Até o momento o controle da doenca é feito de forma preventiva, pois inexiste
uma medida curativa plenamente eficiente para essa doenga. Recomendagdes feitas por
Fisher e Resende (2008) baseiam-se em ndo realizar a instalagdo da cultura em &reas

com historico da doenca, evitar o plantio em solos pesados e compactados, utilizar
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mudas sadias, impedir ferimentos no colo e no sistema radicular das plantas e erradicar
aquelas doentes, objetivando, assim, reduzir a fonte de inéculo.

Segundo Manica et al. (2005) existem ainda perspectivas de controle da
fusariose com 0 uso de enxertia em porta enxertos de P. alata resistentes ao patdgeno.
Conforme Menezes et al. (1994), Oliveira et al. (1994) e Fisher (2003) tem-se também
varias outras espécies de Passiflora resistentes aos principais patdgenos do solo, sendo
eles: Passiflora caerulea L., Passiflora gibertii N. E, Br., Passiflora macrocarpa Liden,

Passiflora nitida Kunth, Passiflora quadrangulares e Passiflora setacea.

2.3 Resisténcia Genética

O desenvolvimento de variedades resistentes a doencas é basico para todas as
culturas agricolas visando minorar custos de produgdo, garantir a seguranca de
trabalhadores agricolas e de consumidores e a qualidade mercadoldgica, a preservacédo
do ambiente e a sustentabilidade do agronegécio (QUIRINO, 1998).

A resisténcia genética a fitopatdgenos tem estreita relacdo com o melhoramento
genético que, além de conferir esse desempenho agrondémico as cultivares, também tem
como finalidade atribuir melhor qualidade e produtividade de frutos.

A dificuldade em conseguir isolados esporulantes, ou mesmo padronizar
condicdes ideais para a esporulacdo de fungos fitopatogénicos, é um dos principais
problemas enfrentados por grupos de pesquisa que visam a identificacdo de cultivares
resistentes (CRUZ et al., 2009).

O uso de espécies silvestres de maracujazeiro resistentes, como porta-enxerto
para 0 maracujazeiro azedo, tem sido preconizado por Maldonado (1991), Chaves et al.
(2004), Junqgueira et al. (2006) e Nogueira Filho et al. (2003). A producédo de mudas via
enxertia atenua os danos causados por fungos de solo, sendo apontada como alternativa
para diminuir os problemas causados por fitopatdgenos (MELETTI et al., 2005;
BRUCKNER, 2002). Isso porque essas espécies silvestres possuem resisténcia natural
aos patdgenos do solo, sem a necessidade do uso de melhoramento, porém nao
produzem frutos comercializdveis. A avaliacdo da eficiéncia da tecnologia de mudas
enxertadas de maracujazeiro para o controle de doencas causadas por patogenos
presentes no solo é uma importante demanda para a pesquisa (FALEIRO et al., 2005;
FALEIRO et al., 2006).
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O potencial de resisténcia a patdgenos de solo de varias espécies silvestres de
maracujazeiros sO podera ser confirmado se as mesmas forem avaliadas apos a enxertia
com copas de variedades susceptiveis e em locais com elevada incidéncia de fusariose,
pois se estes porta-enxertos ndo forem resistentes ou tolerantes a doencas, estas se
manifestardo nessas copas (cavaleiros) suscetiveis. Exemplo dessa confirmagdo pode
ser constatado por Araujo et al. (2012), que obtiveram sucesso da enxertia de Passiflora
edulis Sims (cultivares comerciais) sobre Passiflora alata (acesso selecionado para
resisténcia a Fusarium spp.). Todas as mudas permaneceram vivas ao final de 18 meses

apos o plantio em area comercial com histérico de fusariose.

2.3.1 Uso de portaenxertos X Resisténciaa Fusarium spp.

Para gque uma espécie de maracujazeiro seja recomendada como porta-enxerto, é
necessario que exista facilidade de propagacdo, haja compatibilidade com o enxerto,
seja resistente a patogenos do solo e proporcione rapido crescimento e alta
produtividade.

Apesar de no Brasil, 0 maracuja-amarelo ser propagado predominantemente por
via sexual, a utilizacdo de porta enxertos tolerantes a morte prematura de plantas pode
ser uma forma de viabilizar o plantio de maracujazeiros em areas com historico da
doenga (YAMASHIRO; LANDGRAF, 1979; BRAGA et al, 2006). A enxertia no
maracujazeiro € uma técnica descrita por diversos autores (CHAVES et al., 2004,
SILVA et al., 2005; CAVICHIOLI et al., 2009b).

Em relacdo a fusariose, Manica (1981) relata diversas medidas de controle,
como, por exemplo, evitar 0 uso de maracuja-roxo como porta-enxerto ou pé-franco,
por esta espécie mostrar-se muito suscetivel. Porém, deve se atentar para o fato de que
as espécies de maracujazeiro apresentam polinizacdo aberta e, devido a este fato, a
mesma espéecie pode ser resistente em um local e ser suscetivel em outro.

Estudos indicam que P. alata e P. giberti apresentam tolerancia a doenca que
esta associada a fungos habitantes do solo, como Fusarium oxysporum Schl f. sp.
passiflorae, e F. solani (Mart.), conhecida como morte prematura (YAMASHIRO;
LANDGRAFF, 1979; OLIVEIRA et al., 1984; OLIVEIRA et al.,1986; SAO JOSE et
al., 2000; RONCATTO et al.,, 2004; CAVICHIOLI et al., 2011) e mostraram-se viaveis
como porta-enxertos para 0 maracujazeiro-amarelo (MENEZES et al, 1994,

CAVICHIOLI et al., 2011)
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Fischer (2003) relatou resisténcia de diversas espécies a morte precoce e a outras
doencas causadas por patogenos de solo, dentre estas os autores citam: P. alata, P.
caerulea, P. nitida, P.laurifolia, alguns acessos de Passiflora suberosa, Passiflora
coccinea, P. gibertii e P. setacea. Da mesma forma, Santos Filho (1998) confirmou que
P.alata foi resistente F. oxysporum f. sp. Passiflorae e tolerante a F. solani. Oliveira e
Ruggiero (1998) citaram o potencial das espécies de P. alata, P. nitida e P. gibertii
como fontes de resisténcia a doengas em porta-enxerto do maracuja azedo. Sdo José e
Ataide (1997) evidenciaram que o P. alata mostrou maior tolerancia a morte prematura
quando comparada a P. flavicarpa e P. caerulea. Observou-se também alta
produtividade das plantas enxertadas em P. alata (YAMASHIRO; LANDGRAFF,
1979). No entanto, segundo Graca (1994), houve reducdo de mais de um ter¢o na
produtividade de P. edulis f. flavicarpa enxertada em P. alata ou P. giberti, em

comparagdo com pés franco.
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3 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Virologia e Fitopatologia
(LAVIV), na éarea experimental do Instituto de Ciéncias Agrarias da UFU da
Universidade Federal de Uberlandia (UFU) e na Fazenda com producdo comercial de

maracuja em Cruzeiro dos Peixotos, distrito de Uberlandia, MG.

3.1 Obtencéo dos isolados de Fusarium sp.

Os isolados de Fusarium sp. foram coletados de lavouras comercias de maracuja
situadas em Uberlandia, Distrito de Cruzeiro dos Peixotos (Uberlandia), Indiandpolis e
Prata, MG. Foram coletadas de 8 a 10 plantas com sintomas de murcha e leséo vascular
com coloragdo avermelhada, caracteristicas de fusariose (Tabela 01).

As hastes sintomaticas foram lavadas com agua e detergente neutro. Fragmentos
da regido das bordas das lesdes foram retirados, desinfestados em dlcool 50% e
hipoclorito de sodio a 0,5%, por 30 e 60 segundos, respectivamente, enxaguados em
agua destilada estéril e transferidos para placas de Petri contendo meio BDA (batata,
dextrose e Agar).

As placas de Petri foram incubadas a 22 + 3°C e fotoperiodo de 12 horas para
crescimento miceliogénico do fungo, por 10 dias. A confirmacdo da presenca de
Fusarium sp. foi feita, por meio de verificacdo em microscopio, pela presenca de
conidios e pela coloracdo rosea da colénia caracteristica de Fusarium sp.

Os plagueamentos que apresentaram contaminacdo bacteriana foram repicados
para celulas Van Tieghem, em meio BDA contendo os antibidticos ampicilina (250 mg
L1) e rifampicina (10 mg L-1) e incubados normalmente.

A preservacdo dos isolados ocorreu em meio de cultura CMA (Corn Meal Agar),
para onde foram feitas repicagens de micelios livres de contamina¢des e armazenados a
20°C.

TABELA 1- Lista de isolados obtidos na regido do Triangulo Mineiro, Outubro de 2013

ISOLADOS HOSPEDEIRO LOCAL

LMT 01(AL) Passiflora edulis Uberlandia-Campo Florido
LMT 02(GU) Passiflora edulis Uberlandia — Martinésia
LMT 03(UB) Passiflora edulis Uberlandia — Prata
LMT 04(IN) Passiflora edulis Araguari — Indiandpolis
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3.2 Obtengao das mudas

As plantas de P.edulis utilizadas foram produzidas no viveiro Flora Brasil em
Araguari-MG, em tubetes (100 cm3) contendo substrato comercial para plantas
Bioplant®, a base de vermiculita, fibra de coco e casca de pinus e conduzidas em
ambiente de casa-de-vegetacdo por 45 dias. Apl6s isso, essas mudas foram
transplantadas para copos plasticos com volume de 500 mL contendo substrato

Bioplant.

3.2 Teste de patogenicidade dos isolados

Os quatro isolados foram inoculados em mudas de P. edulis, com 45 dias de
idade, através de um ferimento no colo da planta com palitos de dente autoclavados e
incubados por 7 dias em meio de Malte a 2%. Cada isolado foi inoculado em 5 plantas e
a testemunha foi submetida apenas aos ferimento com os palitos estéreis; outra
testemunha sem inoculagdo também foi avaliada.

A avaliacdo da patogenicidade se deu apds 45 dias da inoculacdo, pela abertura
longitudinal das hastes das plantas inoculadas para observacdo da presenca de lesdo
interna. Os tecidos sintomaticos foram isolados em BDA para confirmac¢do do postulado
de Koch.

3.4 Quantificacdo de esporulacéo dos isolados em diferentes meios

Os quatro isolados estudados foram repicados em 3 diferentes meios de cultura,
extrato de malte 2%, BDA e CMA, em esquema fatorial 4X3 com 5 repeticdes, sendo
utilizada 1 placa por repeticdo. As placas de Petri foram incubadas a 22 = 3°C e
fotoperiodo de 12 horas para crescimento miceliogénico do fungo.

A avaliacéo iniciou-se ap6s ocorrer o completo crescimento de um dos isolados
em um dos meios avaliados, observado aos 10 dias. Quantificou-se, em cémara de
Neubauer, os conidios presentes em um disco de micélio de 1 cm de didmetro retirado
do centro de cada placa, em uma suspensdo de 1 ml de agua destilada estéril. Foram

feitas duas contagens por disco de micélio retirado.
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3.5 Caracterizagdo morfoldgica dos isolados

A caracteriza¢do dos isolados obtidos foi realizada no Laboratorio de Virologia e
Fitopatologia (LAVIV) e no Instituto de Biologia da Universidade Federal de
Uberlandia.

A fim de obter a formacgédo das estruturas reprodutivas e vegetativas dos fungos,
todos isolados foram repicados num cultivo minimo colocando-se entre a lamina e a
laminula uma por¢do do meio de Extrato de Malte a 2% contendo solo e areia
autoclavados na proporcdo de 1:1 promovendo um ambiente propicio ao
desenvolvimento e esporulagdo de Fusarium sp.

As laminas contendo as estruturas obtidas através do cultivo minimo foram
analisadas e fotografadas em microscopio Olympus BX51 com camera Olympus DP70
avaliando forma e tamanho de microconidios; tamanho e septacdo dos macroconidios
presentes, presenca de clamidosporos isolados ou formando cadeias.

Discos de 5mm de culturas puras foram retirados, das bordas das colénias, dos
isolados mantidos em meio CMA e colocados no centro da placa contendo 20mL dos
diferentes meios, BDA (Batata Dextrose Agar 39 g L), Extrato de malte a 2% e CMA
(17 g L1). e, em seguida, incubados (em BOD) a 25°C. Ap6s 10 dias de incubacao,
realizou-se a medicdo do didmetro das colonias em dois sentidos diametralmente
opostos definindo-se uma meédia para cada repeticéo.

O delineamento estatistico foi o inteiramente casualizado em arranjo fatorial 4 x
3 com 5 repeti¢des, sendo quatro isolados em 3 diferentes meios de cultura.

As caracteristicas culturais foram avaliadas, apds 15 dias de incubacéo,

considerando-se o aspecto visual das colbnias quanto a cor.

3.6 Avaliacdo de gendtipos de maracujazeiro quanto a resisténciaa fusariose

O cultivar FB300 ¢ um material selecionado para a industria e foi utilizado em
enxertia hipocotiledonar, levando-se em conta o didametro do caule compativel ao porta
enxerto, produzidas em tubetes (100 cm3) contendo substrato comercial para plantas
Bioplant®, & base de vermiculita, fibra de coco e casca de pinus.

As espécies utilizadas como porta enxerto foram Passiflora setacea, P. alata e P.

edulis. As sementes de P. setacea (BR Pérola do Cerrado) utilizadas no experimento
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foram doadas da cole¢do da Embrapa Produtos e Mercado, P. alata e P. edulis (FB 300)
pertencem ao banco de sementes do proprio viveiro.

O tratamento com a solugdo de citocinina (Promalin — contendo N-(fenilmetil)-
1H-aminopurina a 1,6%) foi realizado para a quebra de dorméncia das sementes
silvestres imergindo-as por 15 minutos.

O manejo fitossanitario realizado seguiu o padrdo adotado no viveiro, com

aplicacdo de inseticidas, fungicidas e adubacédo foliar complementar quando necessario.

3.6.2 Implantac¢éo do experimento de campo

O experimento de campo foi realizado em uma propriedade de produgéo
comercial situada no distrito de Cruzeiro dos Peixotos, numa latidude S 18.693305 e
longitude W 48.389796 em Uberlandia-MG. A area utilizada para o experimento foi
escolhida devido ao histérico de doenca na area, provocando graves prejuizos ao
produtor. Para isso, optou-se por um talhdo onde ha distribuicdo generalizada do fungo,

levando-se em conta a morte recorrente de plantas no local (Tabela 2).

TABELA 2 — Contagem do nimero de esporos por grama de solo de cada bloco do
experimento. Cruzeiro dos Peixotos, Setembro de 2014.

Regido do experimento N° de esporos de Fusarium sp./g de solo
Bloco 1 206.000
Bloco 2 220.000
Bloco 3 292.000
Bloco 4 197.000
Média 228.750

Os tratamentos foram distribuidos em delineamento de blocos casualizados com
quatro repeticdes em esquema fatorial 3X2 e consistiram no plantio de trés espécies de
Passiflora, sendo Passiflora alata, P. setacea e P. edulis e dois tipos de mudas, pé
franco e enxertadas com P. edulis. As parcelas foram constituidas por 5 plantas sendo
que os espacamentos utilizados foram 3,0m entre planta e 3,5m entre linhas. O
transplante foi realizado em 8/09/2014. Os tratos fitossanitarios comumente utilizados
na cultura foram adotados para que ndo houvesse morte e desfolha por outras
enfermidades e pragas. Ndo foi aplicado nenhum fungicida de solo. A andlise de solo

apresentou os seguintes resultados: pH H,O = 6,2; P meh-1 = 199 mg dm3; K = 185
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mg dm3; S = 12 mg dm3; Ca = 6,6 cmol dm=3; Mg = 1,7 cmol dm=3; Al = 0 cmol dm3;
H + Al = 3,10 cmol dm=3; B = 0,13 mg dm3; Cu = 3,8 mg dm3; Fe = 16 mg dm3; Mn =
20,9 mg dm3; Zn = 3,6 mg dm3; M.O. = 3,8 dag kg?; SB = 8,77 cmol dm=3; CTC =
11,87cmol dm=3 e V = 74%.

O manejo da adubacdo foi 20 L de esterco de curral curtido por cova, 0,3 kg
coval de super fosfato simples e 10g de Sulfato de Zinco + 5g de acido borico por cova
distribuido cerca de um més antes do transplante. Nitrogénio e potéssio foram aplicados
via fertirrigagdo (Informe Agropecuério 206).

A conducdo foi realizada em espaldeira com um fio de arame liso, fixo em
mourdes de 2m de altura. Foram realizadas desbrotas para que se conduzisse apenas um
Unico ramo vegetativo até atingir o arame onde ocorre a poda do apice para gque cresca

um ramo para cada lado da espaldadeira, o ramo secundario.

3.6.3 AvaliacgOes das plantas

A partir de 90 dias do transplantio, todas as plantas com sintomas de fusariose
foram coletadas e levadas ao Laboratério de Virologia e Fitopatologia (LAVIV) no
Instituto de Ciéncias Agrarias na UFU para que fossem realizados os isolamentos de
fragmentos de hastes a fim de confirmar a incidéncia de Fusarium. Os fragmentos da
regido das bordas das lesbes foram retirados, desinfestados em alcool 50% e hipoclorito
de sodio a 0,5%, por 30 e 60 segundos, respectivamente, enxaguados em agua destilada
estéril e transferidos para placas de Petri com meio seletivo para Fusarium contendo
Peptona (15 g L1), Fosfato de Potassio (1,0 g L1), Sulfato de Magnésio (500 mg L1),
PCNB (1,0 g L) e Agar puro para solidificar (20 g L) e incubadas a 25°C por 10 dias.

A presenca do fungo foi confirmada pelo seu crescimento no meio seletivo.
Foram contabilizadas as plantas mortas por fusariose na area. As plantas enxertadas que
sobreviveram tiveram suas ramas secundarias dimensionadas medindo-se o0

comprimento das hastes apo6s alcangarem a altura do arame, que corresponde a 1,5m.

3.7 Andlises estatisticas

Os dados de didametro das colbnias atenderam as pressuposicdes de normalidade

e homogeneidade pelo teste de Shapiro-Wilk e Levene respectivamente a 5% de
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significAncia. As médias foram comparadas por meio do teste de Tukey ao nivel de 5%
de probabilidade

Por ndo atenderem as pressuposi¢cdes de normalidade e homogeneidade os dados
obtidos do experimento da contagem de conidios foram submetidos a um teste ndo
parametrico envolvendo uma estatistica de ordem, o teste de Friedman. Este teste
permite testar um contraste entre dois ou mais tratamentos e elucidam de maneira clara
a significancia ou ndo do contraste (Quadro 1A).

O teste de Friedman ¢ um dos testes aplicaveis a “K” amostras relacionadas (K
maior ou igual a 3) para verificar se existe diferenca entre pelo menos duas delas. Este
teste corresponde ao teste “F” da andlise de experimentos em blocos casualizados

(MUNIZ, 1995).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Patogenicidade de isolados de Fusarium sp.

Verificou-se que, aos 45 dias apds a inoculagcdo, nenhuma alteracdo visivel na
casca externa das plantas foi observada. Ao final da avaliacdo as hastes de P.edulis
foram abertas por um corte transversal e observou-se um escurecimento dos tecidos
internos do caule préximo ao local inoculado (Figura 1). Os isolados inoculados foram
reisolados a partir de areas lesionadas, confirmando o postulado de Koch, ndo sendo
observada a ocorréncia de outros fungos fitopatogénicos associados as lesdes. Portanto,
0s quatro isolados foram patogénicos.

FIGURA 1 — Sintomas de Fusarium sp. em mudas de Passiflora edulis. A, B, C —
LesBes formadas em plantas de maracujd amarelo devido a colonizacdo de Fusarium sp.
D — Testemunha com tecido vascular sadio.

4.3 Esporulacéo de isolados de Fusarium sp. em diferentes meios de cultura

Os resultados mostraram significativa variacdo quanto a producdo de conidios
nos diferentes meios de cultura (Tabela 3). O melhor meio para a produgdo de conidios
foi o Extrato de Malte, diferente do BDA e CMA, que foram menos eficazes para
obtencdo de esporos, desfavorecendo a formacdo destas estruturas. Na comparacgdo
CMA X Malte a formacéo de esporos de Fusarium sp. no Malte foi superior diferindo
estatisticamente ao nivel de 6,7% de significAncia (Tabela 3).

A diferenca encontrada entre Malte e BDA apresentou-se significativamente
diferente ao nivel de 2,6% de significancia obtendo-se 1,6 x 106 conidios no Malte e 1,1
x 106 no BDA. Quando se contrasta os meios de cultura CMA com BDA, o nimero de

esporos contados ndo difere estatisticamente um do outro. Silva e Teixeira (2012)
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estudando a esporulagcdo de F. solani encontraram para o BDA 2,19x10% a 4,13x103
conidios.mL1, sendo que essas diferencas foram devido a regimes de luminosidade

diferentes.

TABELA 3 - Contrastes da esporulacdo de Fusarium sp. e respectivos niveis de
significdncia (o) envolvendo 3 meios de cultura.

Contrastes Esporos/mL (x10°) A
CMA x BDA (1,1) x (1,2) ns
CMA x Malte (1,1) x (16) 0,067
BDA x Malte (1,1) x (16) 0,026

(ns) ndo significativo pelo teste de Friedman
(a) Niveis de significancia pelo teste de Friedman.

Com relacdo a influéncia dos diferentes meios na esporulacdo dos isolados,
verificou-se que o Malte pode ser indicado como um meio interessante para obtencdo de
esporos em trabalhos com inoculagéo.

Isso demonstra que existem diferencas entre 0 modo de aproveitamento dos
nutrientes pelos fungos. O meio BDA apresenta grande riqueza nutricional e maior
quantidade de carboidratos complexos. Estas caracteristicas sdo de induzir a reproducéo
de muitos fungos mitosporicos (LUKENS, 1963; STRANDBERG, 1987). Porém no
presente trabalho, ocorreu o inverso, sendo o0 BDA e o CMA inferiores para esporulagao
de Fusarium sp. corroborando os resultados de Dhingra e Sinclair (1995) que, para
estimular a esporulacdo de fungos recomendam meios de cultura mais pobres. Esses
resultados contrariam Silva e Teixeira (2012), que verificaram gque meios mais ricos
propiciaram maior esporulacdo como 0 BDA e 0 BSA (Batata Sacarose Agar).

A esporulagdo dos isolados de Fusarium sp. estudados foi comparada através da
contagem do nimero de esporos de cada um deles, totalizados para os 3 meios de
cultura (Tabela 4). O isolado LMTO02(GU) diferiu estatisticamente dos isolados
LMTO3(UB) e LMT 04(IN) ao nivel de 1,9% e 4,4% de significancia, respectivamente,
sugerindo que esse isolado possui uma melhor capacidade de utilizar os nutrientes do
meio para formacdo de suas estruturas reprodutivas do que os outros dois. O isolado
mais eficiente para este par@metro foi LMTO02(GU) possuindo os maiores valores para
ndmero de conidios e sem diferenca significativa com LMTO01 (AL). Comprovou-se que

os isolados menos esporulantes foram LMTO4(IN) e LMTO03(UB), pois apresentaram
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ndmero de conidios inferiores quando comparado aos demais, e se mostraram iguais ou
sem diferencas estatisticas entre si.

TABELA 4 - Contrastes, quantidades de esporulacdo de Fusarium sp. e respectivos
niveis de significancia (o) envolvendo 4 isolados. Uberlandia, 2014

Contrastes Esporos/mL (x10°) A
LMT 01 (AL) x LMTO02 (GU) (1,25) x (2,60) ns
LMT 01 (AL) x LMTO03 (UB) (1,25) x (0,48) ns
LMT 01 (AL) x LMTO04 (IN) (1,25) x (0,58) ns
LMT02(GU) x LMTO03 (UB) (2,60) x (0,48) 0,019
LMTO02 (GU) X LMT 04 (IN) (2,60) x (0,58) 0,044
LMTO3 (UB) x LMT04 (IN) (048) x (0,58) ns

(ns) ndo significativo pelo teste de Friedman
(o) Niveis de significancia pelo teste de Friedman

4.4 Morfologia dos isolados estudados

Os 4 isolados estudados variaram em todas as caracteristicas avaliadas. As
variagOes observadas nos isolados em cada substrato foram referentes a coloracao, tipos
de esporos formados e crescimento micelial. De um modo geral, as colbnias
apresentaram crescimento vigoroso.

Em relacdo ao crescimento micelial, de maneira geral, a Tabela 5 mostra que os
isolados de Fusarium sp. utilizaram de maneira mais eficiente os meios malte e CMA, a
excecdo do isolado LMTOL(AL), em que o meio CMA foi melhor que os demais. As
médias variaram entre 54 e 8,0 cm. Resultado diferente ao encontrado para o BDA que

proporcionou, na maioria dos isolados, os menores crescimentos (Tabela 5).

Tabela 5 — Diametros (cm) de colonias dos 4 isolados de Fusarium sp. em 3 trés meios
de cultura. Uberlandia, 2014

Isolados BDA MALTE CMA Média
LMT 01 (AL) 33cB 6,808 8,0aA 6.2
LMT 02 (GU) 5,0bA 6,6aB 6,6aB 6,0
LMT 03 (UB) 5,4bA 6,6aB 74aAB 6,4
LMT 04 (IN) 5,4bA 8,0aA 5,4bC 6,2
Média 49 70 638

*Médias seguidas por letras minusculas distintas na linha, e mailsculas na coluna,
diferem entre si pelo teste de Tukey a 0,05 significancia.

Em relacdo aos isolados, observou-se, para o meio BDA, que os isolados LMTO02

(GU), LMTO3 (UB) e LMTO04 (IN) formaram no geral colonias maiores, apresentando
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médias de 5,0 a 54 cm de crescimento micelial. Apenas 0 LMTO1(AL) apresentou uma
média inferior aos outros isolados (3,8 cm).

Dariva (2011), estudando caracteristicas de isolados de Fusarium oxysporum
f.sp. passifloracea, observou uma média de 6,36 cm para o crescimento micelial em
BDA aos 4 dias de incubacdo e coloragbes variando de branco, creme e violaceos em
diferentes tons aos 7 dias de crescimento.

Ainda que o didmetro médio de colbnias dos 4 isolados abordados no presente
estudo (4,9 cm), tenha sido menor que o encontrado por Dariva (2011) (6,36 cm),
ambos resultados parecem ser comuns. As diferencas podem ser devido ao estudo de
outros isolados analisados por Dariva (2011).

Sugere-se, com o0s resultados da Tabela 5 que o BDA foi o pior meio para o
crescimento de todos os isolados. Os outros, Malte e CMA, foram melhores, pois
apresentaram maiores medias de didmetros de coldnias, diferindo apenas para um
isolado em ambos casos.

As caracteristicas culturais dos quatro isolados variaram em funcdo dos meios
utilizados. No geral as colbnias apresentaram crescimento vigoroso, micélios aéreos que
cobriam quase toda superficie da placa préximo de 96 horas e esporulagdo em torno de
7 dias de incubacdo.

A coloracdo das colonias variou entre branco, rosa, roxo e violaceo (Tabela 6).
Observou-se que os isolados cultivados em BDA formaram colbnias rosadas contendo
um pouco de micélio branco cotonoso. As variagdes nas caracteristicas culturais
indicam que os isolados alteraram suas caracteristicas morfologicas quando
desenvolvidos em diferentes substratos, sugerindo que os meios avaliados fornecem

nutrientes diferentes para os isolados.

TABELA 6 — Coloragbes de colbnias obtidas com o crescimento de quatro isolados de
Fusarium sp. em trés diferentes meios de cultura.

Coloracdo da coldnia

ISOLADOS BDA CMA MALTE
LMT 01 (AL) Rosa Branco Branco
LMT 02 (GU) Rosa claro Branco Arroxeada
LMT 03 (UB) Rosa claro Branco Branco e Roxo
LMT 04 (IN) Rosa claro Branco Violacea

A analise morfologica das estruturas microscopica dos isolados mostraram que,

quanto a producdo de macro e microconidios houve variacdo entre os isolados. Os
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isolados LMTO02(GU) e LMT 04(IN) foram os Unicos que, além dos micro, também
formaram macroconidios.

A Tabela 7 mostra as caracteristicas das estruturas microscépicas dos isolados.
LMTO02(GU) e LMTO4(IN) apresentaram macroconidios normalmente com 4 a 5 septos,
ligeiramente curvados, em forma de foice. Os microconidios revelaram variacdo quanto
a forma e apresentaram formatos eliptico e cilindrico com 0 a 2 septos, se enquadrando

na descrigdo feita por Booth (1977) na identificagdo de Fusarium oxysporum.

TABELA 7 - Comprimento, largura, nimero de septos e formato de macro e
microconidios, e producdo de clamidosporos nos isolados de Fusarium sp.
Macroconidio Microconidio

Isolados ClxL? Septos Formato C! Clam?®
LMT 01 (AL) 22,2484 x 32+12 4,0+15 - - +
LMT 02 (GU) 61,0£23,2 x 6,0+2,2 5,00£1,9 Eliptico  58+22 +
LMT 03 (UB) - - Cilindrico 8,130 -
LMT 04 (IN) 19,8+75 x 3,112 4,00+1,5 Cilindrico  8,0+3,0 -
1- Comprimento (um) e 2- Largura (um); 3- Presenca de clamiddsporo
Erro calculado a a 0,05.

Dariva (2011), em seu estudo, mostrou que Fusarium solani possui
macroconidios com formato cilindrico ndo tendo curvatura como os de Fusarium
oxysporum f.sp. passiflorae, sugerindo que os isolados do presente trabalho sejam
Fusarium oxysporum f.sp. passiflorae. As caracteristicas de formato de macroconidios
dos isolados estudados estdo de acordo com aquelas citadas por Ciampi et al. (2009)
para Fusarium oxysporum.

Os valores médios de comprimento e largura de macroconidios (Tabela 8)
variaram de 198 a 61,0 um e 3,15 a 6,0 um, respectivamente entre os isolados. Ja 0
comprimento dos microconidios variou de 580 a 805 um. Esses resultados se
aproximam muito das faixas de medidas citadas por Ciampi et al. (2009) para a espécie
Fusarium oxysporum. Em sua publicacdo, o autor cita que macroconidios que
contenham entre trés e cinco septos, ttm como dimensdo 27-55 pm de comprimento por
3-5 pm de largura.

Os formatos, dimensbes, nimero de septos de macro e microconidios e
caracteristicas das monofidlides encontradas no presente trabalho, foram muito
semelhantes ao de Dariva (2011) quando estudou isolados de Fusarium oxysporum f.sp

passiflorae.
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A avaliagdo microscopica mostrou que os isolados LMTOL(AL) e LMT02(GU)
apresentaram clamiddsporos globosos, com aspecto liso formados individualmente ou
aos pares, nas extremidades ou ao longo das hifas (FIGURA 2 e 3). N&o foi detectada a
presenca de clamiddsporos nos outros isolados.

Na chave de identificacdo das espécies de Fusarium proposta por Booth (1977)
sdo apresentadas e descritas varias caracteristicas como aspecto da colonia, estrutura de
formagdo de microconidios, presenca e caracteristica de clamiddsporos, presenca e
tamanho de macro e microconidios, Todavia, segundo Nelson et al. (1983), as
caracteristicas capazes de distinguir individuos de F. oxysporum e F. solani séo a
morfologia dos macroconidios e as caracteristicas das monofialides sendo curtas (<20
um) para F. oxysporum e longas (>100 um ) para F. solani.

Os isolados deste estudo apresentaram apenas fidlides curtas ndo ultrapassando
20 um. Desta forma com as analises das caracteristicas de colbnias e das estruturas

microscopicas, foi possivel a classificagdo morfoldgica, em nivel de espécie dos quatro

isolados estudados, como Fusarium oxysporum f.sp. passiflorae.

FIGURA 2 — Caracteristicas culturais e morfolégcdo isolado de Fusaum sp.
LMTO1(AL). A, B, C: aspecto da colénia em BDA, CMA e MALTE respectivamente.
D, E: Clamidosporos - CL, macroconidios - MA e monofialides - MF obtidos em meio

de MALTE 2%.
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FIGURA 3 — Caracteristicas culturais e morfologicas do isolado de Fusarium sp.
LMTO02(GU). A,B,C: aspecto da colonia em BDA, CMA e MALTE respectivamente. D,
E: Clamidésporos - CL, macroconidios - MA e microconidios - MI obtidos em meio de
MALTE 2%.

FIGURA 4 — Caracteristicas culturais e morfologicas do isolado de Fusarium sp.
LMTO3(UB). A,B,C: aspecto da colénia em BDA, CMA e MALTE respectivamente. D,
E: Microconidios — MI e monofialides — MF, obtidos em meio de MALTE 2%.
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FIGURA 5 — Caracteristicas culturais e morfologicas do isolado de Fusarium sp.
LMTO4(IN). A, B, C: aspecto da colénia em BDA, CMA e MALTE respectivamente.
D, E: Macroconidios — MA, Microconidios - MI e monofialides - MF obtidos em meio
de MALTE 2%.

O fungo F. oxysporum f. sp. passiflorae é um patogeno especifico as plantas
pertencentes a familia Passifloraceae (GARDNER, 1989).
Assim sistema de rotagdo de cultura seria interessante visando a reducdo de

inoculo no solo e aproveitamento da area para obtencao de recursos para o produtor.

4.5 Resisténcia de gendtipos de maracujazeiro a fusariose

Aos 90 dias apds transplante as plantas apresentaram os primeiros sintomas de
murcha seguidos de morte. Todas plantas com sintomas de fusariose foram confirmadas
pelo isolamento em meio seletivo até aos 180 dias apos transplante. Passiflora edulis foi
completamente suscetivel tendo 100% de suas plantas de pé franco mortas por
Fusarium sp., restando apenas 20% dessa espécie na forma enxertada (Figura 6). A
figura mostra a sobrevivéncia das espécies de maracuja conduzidas na forma de enxertia
ou pé franco. Passiflora alata e Passiflora setacea se mostraram mais resistentes a
Fusarium oxysporum f.sp. passiflorae do que P. edulis. Resultado semelhante foi obtido
por Cavichioli et al. (2009a), que, avaliando seis espécies de maracujazeiro em area
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com historico de morte prematura, relataram a sobrevivéncia de 100% de plantas de P.
gibertii e de P. setacea e de 93% de P. alata, aos 270 dias do plantio.
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FIGURA 6 — Sobrevivéncia de trés espécies de Passiflora cultivadas como porta
enxertos de P.edulis e como pé franco em area com alta infestacdo de Fusarium sp.
Cruzeiro dos Peixotos, Uberlandia. 2014.

Cavichioli et al. (2011), analisando o desenvolvimento, produtividade e
sobrevivéncia do maracujazeiro-amarelo enxertado, verificaram que a maior
sobrevivéncia no campo ocorreu com as plantas enxertadas sobre P.gibertii (91%),
seguida de P. alata (60%) sendo que as primeiras mortes foram registradas em plantas
enxertadas com P. edulis que teve uma sobrevivéncia de apenas 8,6% das plantas. O
enxerto de P. alata do seu trabalho promoveu a sobrevivéncia de 60% das plantas
levando-se em conta a interacdo com nematoide R. reniformis e F. solani.

Os maiores comprimentos de ramos secundarios, aos 180 dias, foi verificado nas
plantas enxertadas sobre P. edulis e P.setacea, diferindo de P.alata. (Tabela 9).
Resultado semelhante ao encontrado por Couto Junior em 1976 que na condugdo de um
ensaio para verificar o comportamento de P. edulis f. flavicarpa enxertado sobre o
mesmo e sobre P. alata, constatou que a melhor combinacgéo foi a de P. edulis sobre o
mesmo.

A semelhanca dos resultados obtidos neste estudo e aos de Couto Junior (1976)
da indicios de haver interacdo de incompatibilidade de P. edulis x P. alata para a
caracteristica comprimento médio de ramos.

O melhor desempenho apresentado pelo P. edulis para comprimento médio de
ramos ja era esperado, por tratar-se de materiais de mesma espécie, havendo assim, uma

maior compatibilidade entre os mesmos, o que foi também verificado por Nogueira
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Filho (2003). Da mesma forma, P.alata por ser de espécie diferente, possui hastes
quadradas, diferente de P.edulis que tem hastes redondas, aumentando a chance de

incompatibiliade ou dificuldade de adaptagdo entre as espécies.

TABELA 8 — Comprimento médio de ramos secundarios (m) de plantas de
maracujazeiro-amarelo enxertadas sobre trés porta enxertos, aos 180 dias apds plantio.
Uberlandia. 2014.

Porta enxertos Comprimento médio de ramas (m)
P. alata 04 B
P. setacea 142 A
P. edulis 2,06 A

*Médias seguidas por letras mailsculas distintas na coluna, diferem entre si pelo teste
de Tukey a 0,05 significancia.

Cavichioli (2008) mostrou que as plantas de P. edulis enxertadas sobre P. edulis
tiveram o melhor desenvolvimento, seguido de P. alata e por ultimo P. giberti. Em seu
estudo, as caracteristicas estudadas que refletem em plantas mais vigorosas foram
didmetro do colo, comprimento de internds, comprimento de ramos secundarios e
nimero de ramos tercidrios. Para todas essas caracteristicas a enxertia hipocotiledonar
de P.edulis em P.edulis foi superior a P.edulis enxertado nas outras espécies.

Os resultados mostram uma necessidade de avaliagdo mais prolongada das
espécies e seus respectivos enxertos, pois 0 desenvolvimento vegetativo inferior ndo
reflete necessariamente em uma baixa produgdo. Os resultados de Cavichioli (2008)
mostraram que plantas enxertadas sobre P. alata tiveram entrends menores que 0s
outros materiais, resultando em um menor desenvolvimento vegetativo destas plantas.
Porém essa defasagem foi compensada durante o ciclo atingindo produtividades iguais

as de plantas pé franco e das enxertadas em P.edulis.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O estudo da fusariose em maracuja representa uma tentativa de se conhecer
melhor as caracteristicas e praticas que propiciam o estabelecimento desse patégeno em
uma area de producdo, dificultando ou, muitas vezes, invibializando a exploracdo do
local de cultivo. O contetudo deste trabalho mostrou quéo dificil é realizar trabalhos de
pesquisa com Fusarium sp. A comecar dos plagueamentos dos materiais vegetais que
carregam consigo muitos saprofitas e bactérias, dificultando uma identificacdo inicial
pela presenca de contaminantes.

Fusarium sp. pode perder a viruléncia quando repicado repetidamente. A nao
obtencdo de morte ou murcha de plantas no teste de patogenicidade pode entdo ser
explicada por este fato, permitindo que a confirmacdo da patogenicidade fosse obtida
apenas pela presenca de lesbes nos tecidos vasculares de onde foram obtidos por
reisolamento dos respectivos isolados inoculados.

Outra caracteristica estudada neste trabalho foi a determinacdo de um meio de
cultura que permita uma maior esporulacdo de Fusarium sp. O extrato de malte 2% foi
0 meio que permitiu a maior formacéao de conidios, superior ao CMA e BDA.

Analisando a esporulagdo entre os isolados estudados, LMTO02 (GU) se mostrou
superior a LMTO03 (UB) e LMTO04 (IN) e igual ao LMTO1 (AL) mostrando, portanto
variabilidade entre os isolados obtidos na regido.

A morfologia dos isolados variou quanto ao crescimento micelial, coloragdo das
colénias, producao e dimensdo dos macro e microconidios e presenca de clamiddsporos.
As caracteristicas das monofialides foram as Unicas que se assemelharam entre 0s
isolados estudados. Mesmo com tantas diferencas morfologicas entre os isolados foi
possivel concluir que todos pertencem a mesma espécie, Fusarium oxysporum f.sp
passiflorae. 1sso mostra a complexidade na identificacdo do fungo.

Uma esperanca para os produtores esta na utilizagdo de porta-enxertos com
resisténcia a fusariose, mas a escolha dos genctipos para realizagdo da técnica € decisiva
no sucesso da lavoura, pois a incompatibilidade entre as espécies envolvidas pode
comprometer todo trabalho e producdo dos frutos. Exemplo disso foi obtido neste
trabalho onde P. setacea e P. alata se mostraram as espécies mais resistentes a
fusariose, porém P.alata apresentou o pior desenvolvimento de ramos de seu exerto, P.
edulis. Quando se avaliam enxertias entre mesmas espécies € esperado um bom

desenvolvimento do material enxertado por ndo haver incompatibilidade, como ocorreu
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com P. edulis neste trabalho. Porém o uso deste material como seu préprio porta
enxerto ndo é recomendado, pois essa especie € altamente suscetivel a doenca, tendo
100% de mortalidade por Fusarium sp. no presente trabalho. A espécie P. setacea se
mostrou satisfatoriamente resistente a fusariose ou morte prematura e permitiu um bom
crescimento dos ramos de seu enxerto, P.edulis. Assim essa seria uma boa op¢édo para o
agricultor que necessita de alternativas para conviver com presenca de Fusarium
oxysporum f.sp passiflorae em sua area.

Este estudo deve ser continuado para avaliar a producdo de P. edulis enxertado

sobre P. setacea e P. alata sob pressdo de Fusarium oxysporum f.sp. passiflorae.
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7 CONCLUSOES

Todos isolados estudados séo fitopatogénicos. O isolado LMT 02 (GU) e LMT
01 (AL) foram os mais esporulantes. A caracterizagdo morfoldgica dos isolados
permitiu classifica-los como Fusarium oxysporum f.sp. passiflorae. Passiflora setacea,
como porta-enxerto para Passiflora edulis € a melhor opcdo para o produtor, para

resisténcia a fusariose e desenvolvimento de ramos de seu enxerto.
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ANEXOS

QUADRO 1 - Hipdteses, expressoes e algumas consideracdes sobre o teste de
Friedman. Uberlandia: UFU, 2014

ho=o0s tratamentos ndo diferem entre si.

hi= pelo menos 2 tratamentos diferem entre si (hipdtese vdlida para producdo de
conidios)

A estatistica de teste (aqui designada por X2) é calculada pela expressao:
Xr2= {[12/ nk(k+1)} {Z RZi-1_x) — 3n(k+1)]}

XrZ'=[Xr2/C] C=[1- { T Tj/nk(k? - 1)}] T=[Z ti®— K]
Onde:

n= ndmero de repeticdes (n=5)

k= nimero de tratamentos (k= 3 e k= 4)

Ri= soma das ordens atribuidas aos dados do tratamento i, nas n repeticdes;
Rj= soma das ordens atribuidas aos dados do tratamento j, nas n repeticoes;
Rk= soma das ordens atribuidas aos dados do tratamento k, nas n repeticGes;

ti; = nimero de observac¢des empatadas no grupo ida repeticao n.

Aos dados de cada tratamento (k) dentro de cada repeticdo (n), foram atribuidas as
ordens:

1 para o menor valor observado, 2 para um valor intermediario e 3 para 0 maior valor
observado;

No caso de empates entre valores de uma mesma repeticdo (n), foi atribuido o valor
referente & média das ordens.

Os limites unilaterias da distribuicdo nula de Xr? de acordo com Campos (1983), para
k=3 ou k=4 tratamentos e n=5 repeti¢Oes, fornece a significancia do teste;

Ao constatar diferencas significativas entre pelo menos dois tratamentos, foram feitas as
comparacdes para cada par de contraste, obtendo-se as diferencas:

[ | Ri— Rj I ] em que Rie Rjrepresentam as somas das ordens atribuidas aos tratamentos
i e jnas n repeticdes;

A tabela da DMS do teste de Friedman de acordo com Campos (1983), fornece a

significancia (a ) das diferengas entre as comparagdes bilaterais.
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