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Resumo

Pires, R. A. Agressividade de Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae em
plantulas e sua esporulagcdo em diferentes substratos. Cruz das Almas,
2020. Dissertacao (Mestrado em Microbiologia Agricola). Universidade Federal

do Recbncavo da Bahia.

A variabilidade genética entre isolados de Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae
(Fop), e o substrato utilizado para o crescimento podem influenciar no padréao de
agressividade e assim devem ser considerados a priori quando se tem como
objetivo o desenvolvimento de uma metodologia eficiente para inoculagéo
artificial de Fop. Assim, essa pesquisa foi conduzida com o objetivo de agregar
estudos basicos de Fop visando sua incorporacdo futura em métodos de
inoculacao artificial de Fop por meio da selecédo de isolados mais agressivos, e
um substrato capaz de proporcionar a esporulacdo mais eficiente de Fop ao
longo do tempo. Sabe-se que ciclo de déficit hidrico aumenta a incidéncia de Fop
nas condicbes controladas e essa informacdo também sera incorporada no
estudo de agressividade. Assim, foram realizados dois experimentos sendo o
primeiro para avaliar a agressividade de nove isolados de Fop, quanto a
mortalidade provocada em Passiflora edulis utilizando o método de inoculacdo
areia fuba de milho, com associacéo do déficit hidrico controlado e avaliados por
meio da analise de sobrevivéncia. No segundo experimento, Fop foi cultivado em
diferentes substratos compostos por misturas de solo e esterco bovino, ou solo
e fibra de coco nas proporcdes 5.0, 5:2, 5:4 e 5:6 (v: v). Cada mistura teve seu
pH ajustado para diferentes faixas variando de 4,2 a 8,0 (solo: esterco); e 4,2 a
9,7 (solo: fibra de coco). Foi contabilizada o nimero de unidades formadoras de
colénias (UFC), producéo de microconidios, macroconidios e clamiddsporos aos
3, 7, 14, 21 e 28 dias apos a infestacdo (DAI) dos substratos. Os resultados
apontaram o isolado CMF3115 como o mais agressivo, com 90% de mortalidade
de plantas até 70 DAI e com baixo numero de plantas vivas nao infectadas (3%).
J& no segundo experimento, 0s substratos compostos por solo e esterco de

modo geral favoreceram uma maior esporulacdo do patdbgeno em relacdo aos



substratos com solo e fibra de coco. Os tratamentos com maiores proporcdes de
matéria organica proporcionaram maior UFC de Fop, com pH ideal na faixa de
6,0 a 7,0. A producdo de microconidios foi favorecida pelo pH alcalino, e a
formacdo de clamiddsporos pelos pHs extremos. A metodologia de inoculacao
artificial pode ser testada utilizando o isolado CMF3115 e substrato de solo e

esterco na proporc¢éo 5:4 em pH alcalino.

Palavras-chave: Passiflora edulis Sims, fusariose, severidade, protocolo de

inoculacao, pH, esporos.



Abstract

Pires, R. A. Aggressiveness of Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae in
seedlings and their sporulation on different substrates. Cruz das Almas,
2020. Dissertacao (Mestrado em Microbiologia Agricola). Universidade Federal
do Recobncavo da Bahia.

The genetic variability among Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae (Fop), and
the substrate used for growth can influence the pattern of aggressiveness and
thus should be considered a priori when aiming at the development of an efficient
methodology for artificial inoculation of Fop. Thus, this research was conducted
with the objective of aggregating basic studies of Fop aiming at its future
incorporation in artificial inoculation methods of Fop through the selection of more
aggressive isolates, and a substrate capable of providing the most efficient
sporulation of Fop throughout the time. It is known that the water deficit cycle
increases the incidence of Fop in controlled conditions and this information will
also be incorporated into the study of aggressiveness. Thus, two experiments
were carried out, the first being to assess the aggressiveness of nine isolates of
Fop, regarding mortality caused in Passiflora edulis using the cornmeal sand
inoculation method, with association of controlled water deficit and evaluated
through survival analysis. In the second experiment, the Fop was grown on
different substrates composed of mixtures of soil and bovine manure, or soil and
coconut fiber in the proportions 5: 0, 5: 2, 5: 4 and 5: 6 (v: v). Each mixture had
its pH adjusted to different ranges varying from 4.2 to 8.0 (soil: manure); and 4.2
to 9.7 (soil: coconut fiber). The number of colonies forming units (CFU),
production of microconidia, macroconidia and chlamydospores was counted at 3,
7,14, 21 and 28 days after infestation (DAI) of the substrates. The results showed
the CMF3115 isolate as the most aggressive with 90% plant mortality up to 70
DAI and with a low number of live plants without Fop (3%). In the second
experiment, the substrates composed of soil and manure in general favoured the
greater sporulation of the pathogen in relation to substrates with soil and coconut
fiber. The treatments with higher proportions of organic matter provided greater

CFU of Fop, with ideal pH in the range between 6.0 and 7.0. Microconidium



production was favoured by alkaline pH, and the formation of chlamydospores by
extreme pH values. The artificial inoculation methodology can be tested using the
CMF3115 isolate and soil and manure substrate in the proportion 5: 4 in alkaline
pH.

Keywords: Passiflora edulis Sims, Fusarium wilt, severity, inoculation protocol,

pH, spores.



Introducao Geral

O maracujazeiro azedo (Passiflora edulis Sims) ¢é explorado
comercialmente principalmente para a producao de frutos, além disso, outras
partes da planta podem ser utilizadas na fabricacdo de cosméticos e
medicamentos. O Brasil lidera o ranking mundial de producdo de maracuja
amarelo, com producédo de 593,429 tem 41,584 ha no ano de 2019 (IBGE, 2020),
correspondendo de 50 a 60% da produgdo mundial (Wijeratham, 2016).

A producdo nacional da fruta se concentra principalmente na regiao
Nordeste, com destaque para os estados da Bahia e do Ceara com 28 e 24% da
producdo nacional, respectivamente (IBGE, 2020). Nos ultimos anos a produc¢ao
de maracuja amarelo vem decrescendo de forma preocupante e dentre os
fatores limitantes, destacam-se o ataque de pragas e doencas.

Uma das principais doencas do maracujazeiro € a fusariose, causada pelo
fungo Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae (Fop) tendo como sintoma
caracteristico a murcha da parte area, ocasionada pela obstrucdo dos vasos do
xilema devido a multiplicacéo de hifas e producéo de toxinas pelo patdégeno, além
da formacéao de gel e multiplicacdo de células parenquimaticas pelo hospedeiro,
culminando na murcha e morte da planta (Lima et al., 2019). Em areas infestadas
com Fop a vida util do pomar é reduzida em até dois anos (Lima et al., 2019). O
surgimento dos sintomas ocorre a partir dos 150 dias ap6s o plantio o que
confere reducéo expressiva na producéo da cultura (Pereira et al., 2019).

No que se refere ao controle da doenca, o uso de agroquimicos e
antagonistas nao tem apresentado resultados satisfatérios (Fischer et al., 2010).
Uma alternativa para o convivio com a fusariose é a utilizacdo de cultivares
resistentes (Lima et al., 2019). Além disso, a enxertia de P. edulis em espécies
silvestres do género Passiflora, tem prolongado a sobrevivéncia das plantas em
areas infestadas com Fop (Santos et al., 2016; Lima et al., 2018).

O numero de espécies de Passiflora spp. identificadas como resistentes
a Fop € baixo, e ndo existem cultivares de P. edulis registradas como resistente
a fusariose. A selecdo de gendtipos resistentes tem sido feita em condicfes de
campo, no entanto, € uma pratica onerosa, demorada e pode no processo se

screening resultar em falsos negativos devido a irregularidade na distribuicéo do
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patégeno na éarea (Pereira et al., 2019). Esses fatores sdo entraves para o
programa de melhoramento genético do maracujazeiro, pois inviabilizam a
avaliacéo e selecdo de hibridos promissores para o desenvolvimento e cultivares
com resisténcia ao Fop.

Os protocolos para a inoculacdo artificial de Fop ainda n&o foram
estabelecidos, e os resultados observados por meio dessa prética, diferem dos
obtidos em condicdes de campo apresentando falhas no surgimento dos
sintomas, numero de plantas sintomaticas e repetibilidade do método (Flores et
al., 2012; Silva et al., 2013a; Preisigke et al., 2017; Melo et al., 2019). As causas
para a divergéncia entre os resultados estdo provavelmente associadas a
diferenca entre a agressividade de isolados de Fop, devido a variabilidade
genética destas populacdes e os substratos empregados nas inoculacdes (Silva
etal., 2013; Melo et al., 2019). Visto os problemas relacionados com a inoculacéo
artificial de Fop no maracujazeiro, este trabalho teve como objetivo, diferenciar
0 padrédo de agressividade de isolados de Fop, e selecionar um substrato eficaz
para o desenvolvimento deste fitopatdgeno que possa ser utilizado para selecéo

precoce de genotipos resistentes aos Fop.
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CAPITULO 1

Revisao de literatura
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A passicultura

A producdo mundial de maracuja € estimada em 1,5 milhdes de toneladas,
e 0s principais paises produtores da fruta sdo Brasil, Colémbia e Indonésia (FAO,
2020). O Brasil lidera a produgdo mundial desta fruta, e sua producdo é
destinada ao mercado interno. Ferraz e Lot (2006) afirmam que a maior parte do
maracuja consumido no territério nacional acontece pela comercializagdo na
modalidade fruta fresca.

Os pomares brasileiros sdo constituidos em sua maioria (95%) pelo
maracujazeiro-amarelo (Passiflora edulis Sims), devido as caracteristicas de
vigor, produtividade, rendimento e qualidade de seus frutos (Meletti e Bruckner,
2001). A passicultura também exerce importancia social, pois incrementa na
renda familiar do agricultor, possibilitando a fixacdo da méo de obra no campo,
além de gerar em média trés empregos diretos e cerca de oito indiretos (Meletti,
2011).

A producgéo nacional de maracuja se concentra no semiarido, e o estado
da Bahia é responsavel pela maior parcela desta producéo (168 mil toneladas);
uma das principais regides produtoras da fruta esta localizada entre as cidades
de Livramento de Nossa Senhora e Dom Basilio, juntos esses municipios sao
responsaveis por 25% da producéo baiana de maracuja (IBGE, 2019).

A alta susceptibilidade do maracujazeiro a doencas tem limitado a
produtividade nacional (Meletti, 2011). Doencas causadas por virus e por fungos
do género Fusarium tem causado grandes prejuizos a atividade agricola,
inviabilizando a producéao, por provocar a morte precoce das plantas (Fischer e
Rezende, 2008). A dificuldade de se controlar as doencas do maracujazeiro
favorecido a desisténcia em cultivar o maracuja ou migracao das areas de

producédo para novas regides.

Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae agente causal da fusariose do

maracujazeiro

A fusariose, tendo como agente causal o fungo F. oxysporum f. sp.
passiflorae, se destaca entre as principais doencas que acomete o

maracujazeiro, sendo uma doenca causada por um patégeno de solo cujo
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controle € complexo. Conforme Fischer e Rezende (2008), Fop apresenta
esporodoquio e esclerddios, além de, micro e macroconidios formados em
fidlides, sendo que, o microconidio € oval uni ou bicelular, e 0 macroconidio
apresenta tamanho variado, e possui dentre quatro a oito células, de forma
cbncava. Os clamidésporos podem ser encontrados intercalando hifas, e sao
células de resisténcia e apresentam modificacdes em sua parede celular, que ao
se espessar garante maior resisténcia a desidratacdo (Leslie e Summerell,
2006).

O primeiro relato de fusariose em plantas de maracujd ocorreu na
Austrdlia e foi descrito por Mcknight (1951), afetando o maracujazeiro roxo (P.
edulis f. edulis), com incidéncia sobre diversas regides produtoras daquele pais.
Desde entéo, relatos dessa doenca tém sido descrito em diferentes continentes.

Na Ameérica do Sul, o primeiro relato de ocorréncia da fusariose do
maracujazeiro foi no Brasil por Carvalho e Carvalho (1968). Posteriormente,
Esquivel e Labrador (1977) identificaram a doenga no Panama e na Venezuela.
Na década de 90, Grech e Rijkenberg (1991) relataram a ocorréncia desta
fusariose na Africa do Sul. O autor Rooney-Latham (2011), também descreveu
a presenca de Fop em pomares de maracujazeiro no estado da California
(E.U.A). Recentemente, Garcia et al. (2019) descreveram a ocorréncia da
fusariose no maracujazeiro em Portugal.

No Brasil, um levantamento realizado em 49 propriedades produtoras de
maracuja nos municipios de Livramento de Nossa Senhora (BA) e Dom Basilio
(BA), principais centros produtores da cultura, identificou que o indice médio de
prevaléncia da fusariose do maracujazeiro é de 90% (Guimaréaes, 2015).

A reproducao de F. oxysporum, independentemente da formae specialis,
ocorre exclusivamente por meio da producao de linhagens clonais, e embora néo
exista recombinacao genética durante este processo, populacdes desta espécie
apresentam variabilidade genética. A fusdo entre células de diferentes individuos
de F. oxysporum, permite que ocorra crossing over mitético, processo importante
para recombinacdo genética e evolucao da espécie (Teunissen et al., 2002; Ma
et al., 2010).
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Estudos mostram que diferentes individuos de F. oxysporum podem ou
nao ser patogénicos (Waweru et al., 2014). O grau de patogenicidade entre
isolados pode variar, entre infecgcdes incapazes de provocar danos nao aparente
ao hospedeiro, ou infec¢des que culminam rapidamente na morte do hospedeiro
(Miedaner et al., 2001).

Quando patogénico, Fop pode penetrar as raizes por aberturas naturais,
que sao decorrentes do atrito entre as particulas do solo e do crescimento
radicular, ou por fissuras na epiderme da raiz, provocadas pela emissao de
raizes secundarias (Amorim et al., 2011). Este patdégeno também pode penetrar
diretamente as raizes de seus hospedeiros, através da formacao de apressorios
e enzimas, que sao capazes de degradar a parede celular do hospedeiro
(Gordon, 2017).

Nas raizes, as hifas de Fop colonizam o hospedeiro em direcdo aos
tecidos vasculares, liberando suas toxinas nos vasos xilematicos (Agrios, 2005,
Fischer e Rezende, 2008). De modo geral, durante a colonizacao do xilema por
fungos, ndo ha interrupcéo da cascata sinalizadora entre a raiz e os estdmatos,
gue permanecem abertos, e como consequéncia ocorre a desidratacdo dos
tecidos que compdem a parte aérea da planta, uma vez que, a colonizagcéao do
fungo interrompe o transporte de agua nos vasos do xilema (Agrios, 2005;
Amorin et al., 2011).

O Fop é responsavel por perdas superiores a 80% da producdo de
maracuja (Fischer e Rezende, 2008; Freitas et al., 2016). Na auséncia de Fop, o
maracujazeiro amarelo pode apresentar uma vida U(til de trés anos, mas a
presenca deste fungo, reduz a sobrevivéncia da planta para aproximadamente
um ano (Lima et al., 2019).

Fischer e Rezende (2008), verificaram que a intensidade da fusariose do
maracujazeiro € maior em ambientes que apresentam temperatura e umidade
relativa elevada. A utilizacdo de adubos organicos também pode favorecer o
desenvolvimento da fusariose, pois pode fornecer abrigo e nutricdo para
fitopatdgenos, que sobrevivem saprofiticamente sobre a matéria organica (Reis
e Casa, 2004). O comportamento saprofitico ou patogénico de microrganismos

habitantes de solo pode variar de acordo com o tipo de material orgéanico
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incorporado ao solo, o nivel de decomposi¢cdo do mesmo, assim como, a relagéo
C:N (Hoitink e Fahy, 1986).

Além disso, o estresse hidrico pode contribuir para a manifestacdo dos
sintomas provocados por Fop. Segundo Lima et al. (2019), o estresse provocado
pela seca pode favorecer o surgimento de microfissuras nas raizes além de
outras consequéncias fisiolégicas e metabdlicas. As microfissuras facilitam a
penetracéo de isolados pouco eficientes na producao de enzimas de degradagéo
da epiderme das raizes (Michielse e Rep, 2009).

Outro fator capaz de interferir no desenvolvimento da doenca € o pH do
solo, que pode afetar a sobrevivéncia, germinacao e reproducao de patégenos
edaficos (Maffia e Mizubuti, 2005). O pH atua diretamente no metabolismo, e
permeabilidade das membranas dos microrganismos (Stamford et al., 2005).
Pinheiro et al. (2016), identificaram que altos valores de pH do solo estéo
relacionados com a elevada incidéncia da fusariose no maracujazeiro no estado
da Bahia. Experimentos laboratoriais comprovaram que niveis alcalinos de pH
favorecem a microdisseminacdo de Fop (Lima, 2016). A variacdo no pH
influencia o crescimento de Fop, quando alcalino, seu crescimento € favorecido,
enquanto outras formae speciales apresentam comportamento variado (Cruz et
al., 2019; Orr e Nelson, 2018; Pinheiro et al., 2016).

O controle da fusariose do maracujazeiro € complexo. A aplicacado de
agroguimicos aumenta o custo de producéo e apresenta baixa eficiéncia, devido
a capacidade de Fop de recolonizar rapidamente o ambiente (Fischer et al.,
2010). A eficiéncia no uso de agentes de controle bioldgico, depende do
estabelecimento do antagonista no solo. Em condi¢des experimentais o uso de
Trichoderma spp. para o controle de Fop apresentou resultados insatisfatorios
(Fischer et al., 2010).

Medidas eficazes contra a fusariose do maracujazeiro, se baseiam na
erradicacdo de plantas sintomaticas da area de plantio. Bem como, o uso de
substrato desinfestado para a producdo de mudas e a utilizacao de mudas sadias
para o plantio. Também pode ser utilizado, o vazio sanitario ou o isolamento de
areas que apresentaram incidéncia da doenca, assim como, a desinfestacdo de

ferramentas e implementos agricolas (Guimaraes, 2015).
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Segundo S&o José e Pires (2011), a resisténcia genética tem sido utilizada
como ferramenta eficaz para o controle de doencas de solo, e se apresenta como
alternativa préatica e econémica, principalmente quando associada ao manejo
adequado da cultura.

A utilizacéo de enxertia em algumas espécies silvestres de Passiflora spp.
apresenta resultado satisfatorio no que se refere ao aumento da sobrevivéncia
de plantas de P. edulis em areas infestadas com Fop. Entretanto, a pratica da
enxertia em maracujazeiro-amarelo reduz o vigor vegetativo e produtivo em

relacéo as plantas ndo enxertadas (Lima et al., 2019, Santos et al., 2013).

Identificacdo de genétipos de Passiflora spp. resistentes a fusariose

O melhoramento genético € uma ferramenta importante para minimizar
prejuizos provocados por patdogenos de solo em maracujazeiro (Amorim et al.,
2011), pois visa identificar genoétipos capazes de retardar o desenvolvimento das
doencas, através da selecao de gendtipos com genes de resisténcia.

A avaliacdo e selecdo de genotipos resistentes ao Fop € realizado em
condicBes de campo (Aradjo et al., 2012; Junqueira et al.,2005; Santos et al.,
2016). Contudo, a selecdo € onerosa, devido a quantidade de recursos
necessarios para a manutencdo da cultura, e o tempo necessario para o
surgimento dos sintomas, que ocorre entre 6 a 11 meses apos o plantio, e é
intensificado quando ocorre periodos de estiagem seguidos de fortes chuvas
(Cavichioli et al., 2011; Silva et al., 2013; Silva et al., 2017).

Em condi¢cBes naturais a microbiota local pode reduzir a concentragéo de
in6culo de Fop, no campo a quantidade de in6culo desse patdgeno € geralmente
inferior & concentracdo utilizada nas inoculagdes artificias (Ortiz et al., 2016).
Segundo Jimenez Diaz et al. (2015), a baixa concentracdo de indculo reduz a
incidéncia da fusariose em grao de bico. Além disso, a distribuicdo do patdégeno
pode ser variada podendo ocorres manchas de solo com auséncia do patégeno,
dificultado a selecdo de materiais resistentes.

Os trabalhos envolvendo a inoculacéo artificial de Fop em Passiflora spp.,
como alternativa a selecdo de genotipos em campo, tem envolvido,

principalmente, duas metodologias: a imersao de raizes, com ou sem ferimento,
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em suspensdo de conidios; e o plantio de mudas de maracujazeiro em substrato
infestado (Melo et al., 2019; Ortiz et al., 2016; Rooney-Latham et al., 2011, Silva
et al., 2013).

Esses métodos de inoculacdo tém identificado materiais resistentes a
fusariose, como acessos de P. edulis (Gardner, 1989; Preisigke et al., 2017; Silva
et al., 2013). Entretanto, em condi¢cdes de campo essa espécie apresenta
susceptibilidade a Fop (Roncatto et al., 2004). Acredita-se que a
incompatibilidade temporal para a manifestacdo dos sintomas, na severidade da
doenca, esteja associada a fatores como, a variabilidade genética das plantas,
aos diferentes isolados utilizados e as condi¢gdes ambientais (Melo, 2019).

A utilizacdo do ciclo de estresse hidrico, favorece o surgimento de
sintomas de murcha em plantas de P. edulis inoculadas com Fop (Lima at al.,
2019). Entretanto, outros estudos com intuito de aprimorar os meétodos de
inoculacao artificial de Fop em maracujazeiro Sdo necessarios, pois o protocolo
de inoculacdo ndo € amplamente aceito e utilizado pelos programas de
melhoramento genético.

A identificacao de isolados agressivos favorece o melhoramento genético
do maracujazeiro, reduzindo o tempo necessario para obtencdo de resultados
apos a inoculacao artificial, e expondo as plantas a um maior nimero de efetores
(Marostega et al., 2019; Vleeshouwers e Oliver, 2014). A selecdo de um
substrato adequado para inoculacdo de Fop em maracujazeiro também pode
interferir na fusariose, pois 0s nutrientes presentes no meio podem favorecer a
resisténcia do hospedeiro, ou auxiliar a germinacéo, o desenvolvimento micelial

e a infeccao do patdgeno (Yamada, 2002).
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Resumo: A variabilidade genética entre isolados de Fusarium oxysporum f. sp.
passiflorae (Fop) modifica o padrao de agressividade em condi¢des controladas.
O objetivo deste trabalho foi avaliar a agressividade de isolados de Fop por meio
de analise de sobrevivéncia e analise anatbmicas nas raizes de plantas de P.
edulis infectadas. Foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado com uso
de nove isolados de Fop para as inoculages de 30 mudas P. edulis. Os dados
foram submetidos a andlise de sobrevivéncia utilizando curvas de Kaplan-Meier.
O numero de clamiddsporos nas raizes foi contabilizado por meio da clarificacéo
de raizes e microscopia. A incidéncia variou entre os isolados de 20 a 90% com
meédia de 50%. O isolado CMF3115 foi 0 mais agressivo, pois causou morte de
90% das plantas até os 70 DAI; baixo numero de plantas vivas ndo infectadas
por Fop (3%) e, embora ndo tenha sido verificada correlacdo com a incidéncia
de plantas, esse isolado também apresentou elevado nimero de clamiddsporos
nas raizes. Assim, o CMF3115 apresenta potencial para utilizacdo em screening
de germoplasma de Passiflora em condi¢cdes controladas e podera contribuir

para a selecdo de cultivares resistentes ao Fop.

Palavras-chave: fusariose, Passiflora edulis Sims, inoculacdo, patogenicidade

de isolados.
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Selection of Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae isolates based on
aggressiveness for Passiflora spp. germplasm resistance screening

Abstract: Genetic variability among Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae (Fop)
isolates changes the aggressiveness pattern under controlled conditions. The
aim of the current study was to assess the aggressiveness of Fop isolates
through survival and anatomic analyses applied to the roots of infected plants.
The study followed a completely randomized design with nine Fop isolates used
to inoculate 30 P. edulis seedlings. Data were subjected to survival analysis
based on Kaplan-Meier curves. The number of chlamydospores in the roots was
counted through root clarification and microscopy. The incidence of it has ranged
from 20% to 90% of isolates 50%, on average. Isolate CMF3115 was the most
aggressive one, since it killed 70% of plants up to 70 DAI and left a small number
of living plants without Fop (3%). Although this outcome is likely not correlated to
plant incidence, this isolate also recorded a large number of chlamydospores in
the roots. Thus, CMF3115 has the potential to be used for Passiflora germplasm
screening under controlled conditions and may contribute to the selection of
cultivars resistant to Fop.

Keywords: Fusarium wilt, Passiflora edulis Sims, inoculation, isolate

pathogenicity.

Introducéo

O Brasil é o maior produtor mundial de maracuja amarelo (P. edulis Sims)
com producédo de 602,651 t em 47,731 ha (IBGE, 2020). Apesar da importancia
socioeconbmica da passicultura para diversos segmentos da fruticultura
nacional, problemas fitossanitarios estédo inviabilizando a expansdo dos pomares
causando perdas econémicas e abandono da atividade por muitos produtores.

Dentre as doencas ocasionadas por patégenos de solo, a murcha de
Fusarium causada pelo fungo Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae (Fop) &
considerada a de maior impacto para cultura do maracuja, pois nao existe
controle curativo ou estratégia eficaz de manejo (Lima et al., 2018, 2019; Melo
et al., 2019; Pereira et al., 2019). O controle da doenca é complexo, pois o

patégeno sobrevive por longos periodos no solo na forma de clamidésporos
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(Bennett e Davis, 2013) inviabilizando o plantio por décadas e a mortalidade
pode chegar a mais de 90% das plantas em &reas com histérico da doenca
(Pereira et al., 2019).

O patdgeno penetra nas raizes através de pequenos ferimentos ou
aberturas naturais. As hifas colonizam o tecido do xilema, produzindo
microconidios, macroconidios, clamidésporos, e liberando toxinas. Esse
processo causa obstrucdo dos vasos, impossibilitando o transporte de agua e
nutrientes, culminando na murcha e morte das plantas (Ortiz et al., 2014; Ferreira
et al., 2015; Lima et al., 2019; Pereira et al., 2019). Dentre as estratégias de
manejo desta complexa doenca a utilizacdo de variedades melhoradas
geneticamente é a mais aceita pelos produtores, pois é de facil implementacéo
e nao adiciona custo a producdo. Contudo, ndo existe cultivar de P. edulis
resistente a doenca. Assim, € necessario explorar a ampla diversidade do género
Passiflora para utilizacdo em hibridagbes interespecificas visando a
transferéncia de alelos de resisténcia ao patdgeno (Freitas et al., 2016; Preisigke
et al., 2017; Pereira et al., 2019).

A identificacdo de genotipos resistentes ao Fop é primordial para
conducédo das fases posteriores de cruzamento e selecdo de individuos com
resisténcia genética ao patdgeno, pois se realizada de maneira ineficiente pode
comprometer as demais etapas do melhoramento. A selecdo em campo tem sido
0 método tradicionalmente utilizado (Pereira et al., 2019), porém € demorada,
onerosa e pode ser influenciada por manchas de solo e a heterogeneidade na
distribuicdo do patégeno (Lima et al., 2018; Pereira et al., 2019). A selecdo de
um meétodo de inoculacdo vem sendo buscada por diferentes grupos, havendo
relato do cultivo in vitro utilizando filtrados de Fop (Flores et al., 2012) e
inoculacao artificial por meio de suspensdo de esporos (Silva et al., 2013a;
Preisigke et al., 2017; Melo et al., 2019). Contudo, as respostas variam conforme
0 método de inoculacdo e isolado utilizado. Lima et al. (2019) realizaram
inoculacao por suspensao de esporo e area + fuba de milho infestado com Fop
em associacdo ao déficit hidrico e alcancaram resultados relevantes. Porém, o

tempo até o surgimento dos sintomas (60 dias) e o periodo de avaliagdo das
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plantas (150 dias) foi longo, sendo necessario ajustes na metodologia de
inoculacao.

Parte da inconsisténcia esta associada a patogenicidade dos isolados de
Fop. Sua variabilidade genética € ampla (Silva et al., 2013b; Carvalho et al.,
2015) e varios fatores determinam a agressividade do patégeno. Entre esses
fatores, pode-se citar a producéo de enzimas extracelulares que interagem com
as raizes do hospedeiro (Masachis et al., 2016; Galeana-Sanchez et al., 2017;
Mezzomo et al., 2019; Ding et al., 2020; Lima et al., 2020; Singh et al., 2020), a
localizacdo geogréfica do isolado, variagbes genéticas e fatores ambientais
como estresse hidrico (Silva et al., 2013b; Lima et al., 2019).

A selecdo de isolados fitopatogénicos para realizacdo de screening em
germoplasma de Passiflora tem sido pouco explorada (Melo et al., 2019). Ha a
necessidade de aprofundar a selecdo de isolados mais agressivos para subsidiar
o desenvolvimento de cultivares resistentes a esse patdogeno. Este trabalho
partiu da hipotese de que a agressividade de isolados de Fusarium oxysporum
f. sp. passiflorae é ampla e poderia ser caracterizada por meio de analise de
sobrevivéncia e modificagcbes anatbmicas nas raizes de plantas de P. edulis
infectadas. O objetivo foi selecionar ao menos um isolado com destacada
agressividade para uso em programa de melhoramento de P. edulis para

resisténcia a esse patégeno.

Material e Métodos
Local do experimento

O experimento foi conduzido em condicdes de laboratério e casa de
vegetacdo na Embrapa Mandioca e Fruticultura, Cruz das Almas, Bahia, Brasil
(12° 39’ 25” S, 39° 07’ 27” W, 222 m). Foram avaliados nove isolados de
Fusarium oxysporum f. sp. passiflofae (Fop), da micoteca do Laboratério de
Fitopatologia da Embrapa Mandioca e Fruticultura. Os isolados foram obtidos de
plantas de P. edulis com sintomas tipicos da fusariose, provenientes de cinco
municipios produtores de maracuja (Tabela 1). Apés a obtenc¢éo dos isolados foi

realizado testes preliminares de patogenicidade. A confirmacéo dos isolados foi
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realizada por meio das caracteristicas morfolégicas do microrganismo seguindo

a descricao de Leslie e Summerell (2008) e Lombard et al. (2019).

Tabela 1. Identificagdo dos isolados de F. oxysporum f. sp. passiflorae e
origem geografica de coleta.

Caédigo Isolado Local de coleta Coordenadas Coleta

CMF0301 Colofraiz Guanambi-BA 14°13'S, 42°46'W 02/2018
CMF0308 Colo/raiz Livramento de Nossa Senhora —BA Indisponivel 07/2014
CMF0310 Colo/raiz Livramento de Nossa Senhora — BA Indisponivel 07/2014
CMF0381 Colo/raiz Dom Basilio — BA 13°42'33,5"S 41°50'42,8"W 01/2012
CMF3124 Colo/raiz Porto Seguro — BA Indisponivel 03/2017
CMFO0399 Colo/raiz Livramento de Nossa Senhora — BA 13°40'45,7"S 41°47'16,5"W 01/2012
CMF3114 Colo/raiz Cruz das Almas — BA 12°40°39”S 39°06°23"W 03/2017
CMF3115 Colof/raiz Cruz das Almas — BA 12°40°39”S 39°06'23"W 03/2017
CMF3116 Colo/raiz Cruz das Almas — BA 12°40°39”S 39°06'23"W 03/2017

Preparo da fonte de in6culo com Fop
O substrato utilizado para producdo do indculo foi composto por mistura

de areia (250 mL) e fuba de milho (50 mL), na proporcéo 5:1 (v:v). Apds mistura,
foram armazenados em sacos de polietiieno com capacidade para 5 L e
autoclavados por duas vezes, sob pressao de 1,1 atm durante 20 minutos, com
intervalo de 24 h. Apds a esterilizacdo do substrato, em camara de fluxo laminar
foi adicionado 20 mL de agua destilada autoclavada (ADE) e dez discos de
micélio por isolado (Lima et al., 2019). Os substratos contendo os discos de
micélio dos isolados foram armazenados em incubadora tipo B.O.D por 21 dias
a temperatura de 28 °C (x 1 °C), com fotoperiodo de 12 h.

O ajuste da concentracdo de esporos foi realizado utilizado 1.0 g
do substrato infestado, diluindo-se em agua destilada estéril, até a concentracéo
de 10°°. Desta solucéo, 100 pL foi plaqueada em meio de cultura batata-dextrose-
agar (BDA) e incubados em B.O.D. por dois dias a temperatura de 25 °C (x1 °C),
com fotoperiodo de 12 h. Cada amostra foi executada em triplicata e o nimero
meédio de unidades formadoras de col6nia (UFC) foi utilizado para o ajuste na

concentracdo de in6culo no substrato.
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Producéo das mudas de P. edulis e inoculagdo de Fop
A produgéo das mudas e avaliagdo do experimento foi realizada em telado

antiafideo com temperatura minima, média e maxima de 20, 25 e 35 °C,
respectivamente.

As mudas a serem inoculadas foram produzidas a partir de sementes do
acesso BGP418 de P. edulis oriundas do Banco Ativo de Germoplasma de
Passiflora da Embrapa Mandioca e Fruticultura. As sementes foram distribuidas
em bandejas de polietileno com 162 células, capacidade de 60 mL, preenchidas
com substrato comercial Vivato® e fibra de coco (3:1; v:v). As inoculacdes foram
realizadas quando as plantas atingiram trés folhas verdadeiras completamente
expandidas e foram transplantadas para copos plasticos com capacidade de
200 mL utilizando mistura estéril de areia lavada e fuba (4:1; v:v), como
substrato. A inoculagéo foi realizada acrescentando areia e fuba (5:1; viv)
previamente colonizado com Fop, na concentracéo de 1 x 10° UFC de Fop por
grama de substrato, inoculando-se 30 plantas com cada isolado. Como controle,
30 plantas receberam apenas areia e fuba estéril (5:1; v:v). Cinco dias apos
inoculacao, as plantas foram submetidas a estresse hidrico com turno de rega
ajustado para dois dias (Lima et al., 2019). A suplementacao nutricional foi
realizada por meio de pulverizacbes semanais de adubo foliar Forth
Soltvel® (0,5 g L™1). O experimento foi realizado por duas vezes, visando obter
informacdes robustas do comportamento da espécie submetida a diferentes

isolados.

Avaliacao de mortalidade
A mortalidade das plantas foi avaliada a cada dois dias, apos ciclos de

deéficit hidrico controlado. Plantas com sintomas caracteristicos de murcha
provocada por Fop foram submetidas a reisolamento para confirmacdo do
diagndstico. As plantas controle também foram submetidas ao déficit hidrico para
confirmar se a morte esteve associada ao Fop e ndo ao déficit hidrico (Lima et
al., 2019).

No reisolamento, fragmentos do caule na regido do epicétilo foram
retirados com auxilio de um bisturi e submersos em solucdes de alcool etilico

hidratado a 70%, hipoclorito de sodio (0,5%) e lavadas por trés vezes em ADE,
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por 2 min. Os fragmentos desinfestados foram colocados em placas de Petri com
meio de cultura B.D.A. e incubados em B.O.D. por dois dias a temperatura de 28
°C (1 °C) com fotoperiodo de 12 h (Alfenas et al., 2007). ApOs sete dias de
incubacado, fragmentos de micélio foram observados em microscopio Otico
(LEICA 550M com camera LEICA ICC50E acoplada) para confirmacéo
morfologica da presenca de Fop (Leslie e Summerell, 2008; Lombard et al.,
2019).

Plantas mortas para as quais o reisolamento ndo detectou presenca de
Fop foram registradas como mortas por outras causas. Aos 100 dias apos
inoculagdo (DAI), todas as plantas assintomaticas foram submetidas ao
processo de reisolamento. Quando confirmada a presenca de estruturas de Fop
as plantas foram classificadas como assintomaticas com presenca do Fop.
Plantas assintomaticas para as quais o reisolamento ndo detectou Fop foram

classificadas como assintomaticas sem presenca de Fop.

Clarificacdo das raizes e contagem de clamiddésporos

As raizes das plantas foram coletadas, conservadas em alcool etilico
hidratado (70%), e submetidas ao processo de clarificacdo para confirmacao de
Fop no tecido hospedeiro e para quantificacdo do niamero de clamidosporos nas
raizes.

Para clarificacdo, as raizes coletadas foram previamente lavadas em
agua corrente e detergente neutro e imersas em hidroxido de potassio (KOH)
10% e aquecidas a 90 °C por 30 min. As raizes foram lavadas com agua
destilada e imersas em acido cloridrico (HCI) 1% por 4 min. e entdo embebidas
em solucado de azul de trypan (0,05%). ApoOs 24h, as raizes foram lavadas para
remover 0 excesso de corante, e conservadas em solucdo de &cido latico glicerol
e agua destilada (2:2:1 v:v) (Phillips e Hayman, 1970). Dez raizes secundarias
de cada tratamento foram recolhidas aleatoriamente, e fixadas em laminas para
microscopia. As regibes superior, inferior e mediana das raizes foram
observadas em microscopio 6tico (LEICA 550M com camera LEICA ICC50E
acoplada). A gquantificacdo do numero de clamidésporos foi realizada em dez

segmentos fotografados da raiz. Em cada imagem, cinco quadrados de 200 x
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200 um foram distribuidos aleatoriamente na imagem e o0 numero de

clamidésporos foi contado com o software ImageJ (2016).

Delineamento experimental e andlise estatistica

Para ambos o0s ensaios o delineamento utlizado foi inteiramente
casualizado constituido de nove isolados e o tratamento controle (ndo
inoculado). A andlise de sobrevivéncia foi conduzida usando a curva néo
paramétrica de Kaplan-Meier (KM) (Kaplan e Maier, 1958). Neste estudo, o
evento de interesse foi a morte da planta causada pelo Fop e confirmada apés
isolamento do patégeno. Diferencas nas curvas de sobrevivéncia foram
comparadas pelo teste Log-rank, Peto & Peto Wilcoxon, e F de Cox (p < 0,05)
com auxilio do software Statistica (TIBISCO, 2018). Os dados de incidéncia da
doenca determinada pela confirmacdo da morte através do reisolamento do
patdogeno ao longo do periodo de avaliacdo foram submetidos a analise de
agrupamento utilizando a distancia Euclidiana e agrupamento UPGMA (grupo de
pares ndao ponderados com média aritmética). A analise comparativa da
guantidade de clamidosporos presentes nas raizes foi realizada pelo teste Scott-
Knott (p < 0,05) com auxilio do software R (2020) e os dados apresentados em

graficos Box plot.

Resultados

Todos os isolados foram fitopatogénicos. As curvas de Kaplan & Mayer
para o tratamento controle diferiu das curvas para os tratamentos com
inoculagao, analisados pelos testes F de Cox’s, Peto & Peto Wilcoxon e Log-
Rank (p <0.001). A incidéncia, refletida no perfil das curvas KM, variou conforme
o isolado, com menor mortalidade de P. edulis (< 30%) induzida pelos isolados
CMF0301, CMF0308 e CMF0310. O periodo de incubacao para CMF0310 foi de
54 DAI, sendo 36 e 18 dias mais prolongado do que os de CMF0301 e CMF0308,

respectivamente (Figura 1A-C).
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Figure 1. Proporcdo cumulativa de sobrevivéncia de plantas de P. edulis

inoculadas com diferentes isolados de F. oxysporum f sp. passiflorae (Fop) e

submedidas ao déficit hidrico controlado. A: isolado CMF0301 e controle (néo
inoculada). B: isolado CMF0308 e controle (ndo inoculada); C: isolado CMF0310

e controle (ndo inoculada); D: isolado CMF3116 e controle (ndo inoculada); E:
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isolado CMF3114 e controle (ndo inoculada); F: isolado CMF0399 e controle (ndo

inoculada). Boxplots das plantas mortas por Fop em cada isolado até 80 DAI.

As curvas de Kaplan-Mayer para os isolados CMF3116, CMF3114 e
CMF0399 variaram entre 43 e 57% de incidéncia da doenca. O CMF3114
provocou murcha em 57% das plantas precocemente com periodo de incubacéao
de 19 DAI, variando entre 16 e 37 DAI, enquanto os isolados CMF3116 e
CMF0399 manifestaram sintomas até os 70 DAl com tempo médio de incubacédo
de 36 e 25 DAI, respectivamente (Figura 1D, E, F). O CMF0381 e CMF3124,
foram semelhantes com incidéncia 53 e 50% das plantas inoculadas e tempo
médio de incubacgédo de 21 e 18 DAI, respectivamente, com maior incidéncia até
38 DAI (Figura 2A, C).
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Figure 2. Proporgcdo cumulativa de sobrevivéncia de plantas de P. edulis
inoculadas com diferentes isolados de F. oxysporum f sp. passiflorae (Fop) e
submedidas ao déficit hidrico controlado. A: Isolado CMF0381 e controle (n&o
inoculada); B: isolado CMF3115 e controle (ndo inoculada); C: Isolado CMF3124
e controle (ndo inoculada); D: comparacdo da propor¢do cumulativa de
sobrevivéncia entre os isolados mais agressivos CMF3115 e CMF0399. Boxplots
das plantas mortas por Fop em cada isolado até 80 DAI.

O CMF3115 apresentou resultados promissores com capacidade de
induzir sintomas em 90% das plantas inoculadas até 70 DAI, sendo que 65% da
mortalidade ocorreu precocemente entre 16 a 26 DAI com tempo de incubacao
de 19 dias, destacando-se em relacdo aos demais (Figura 2B).

Com a finalidade verificar a agressividade do isolado CMF3115, foi
realizada comparacao entre esse e 0 segundo mais agressivo (Figura 1E e 2B),
sendo verificada variagcéo entre as curvas pelos testes F de Cox’s, e Log-Rank,
com destaque para o CMF3115, que promoveu maior incidéncia da doenca ao
longo do tempo, ja com base no teste Peto & Peto Wilcoxon néo houve diferenca
(Figura 2D).

Até 100 DAI foi verificada elevada variacdo (3 a 60%) de plantas
assintomaticas, mas com presenca do patégeno nos isolados CMF0381,
CMF0399, CMF3114, CMF3116, CMF0310 e CMF3124 (Figura 3A).

O isolado oriundo de plantas com sintomas de Fop de Guanambi-BA
(CMF0301) foi menos agressivo, com 60% das plantas assintomaticas sem
presenca do patdgeno. Esse resultado foi semelhante para o CMF0308 obtido
de plantas cultivadas em Livramento de Nossa Senhora-BA, com 80% de plantas
assintomaticas. O CMF0399 foi obtido da mesma localidade, porém apresentou
maior capacidade de promover doenca com 53% de incidéncia. Isso indica que
a origem geografica apenas ndo determina a agressividade do patégeno. Ja os
isolados de Cruz das Almas, BA (CMF3115, CMF3114 e CMF3116) foram mais
eficientes em induzirem sintomas da doenca em P. edulis com resultados
semelhantes ao CMF0381 obtido de Dom Basilio, BA (Figura 3A).
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Figure 3. Reacdo de mudas de P. edulis inoculadas com nove isolados de F.
oxysporum f sp. passiflorae (Fop) aos 100 DAI. A: gréafico de coluna empilhada
para porcentagem de plantas mortas com reisolamento positivo para Fop
(vermelho), plantas assintomaticas com presenca de Fop no reisolamento (azul),
plantas assintomaticas com auséncia de Fop no reisolamento (verde) e plantas
mortas com auséncia de Fop no reisolamento (amarelo); B: NUmero médio de
clamidésporos observados nas raizes de P. edulis inoculadas; C: Segmentos de
raizes de mudas de P. edulis que foram inoculadas com isolados de Fop e raiz
de planta controle (ndo inoculadas). Setas indicam clamidésporos nos
segmentos de raizes, barra = 25 um. Letras iguais néo diferem estatisticamente
pelo teste Scott-Knott (p < 0.05); x corresponde a média de clamidésporos em

cada isolado.

O numero de clamiddsporos nas raizes foi expressivamente maior nas
plantas inoculadas com CMF3115, sendo 15 e 30 vezes maior do que 0 niumero
registrado para CMF0301 e CMF3124, com 2.41 e 1.16, respectivamente (Figura
3B). Os demais isolados apresentaram resultados intermediarios (Figura 3B, C).

Né&o foi observada alteracdo na disposicdo das células inoculadas com Fop. No
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entanto, mudancgas na conformacéo das raizes com avango da doenca foram
observadas quando as plantas foram inoculadas com CMF0399 e CMF0301
(Figura 3C).

O dendrograma com base na incidéncia da doenca permitiu a visualizacéo
de quatro grupos. O controle (ndo-inoculado) formou grupo isolado dos
tratamentos inoculados. O segundo grupo alocou os isolados menos agressivos
CMF0310, CMF0308 e CMF0301 com incidéncia variando de 20 a 27%. O
terceiro grupo foi formado pela maior parte dos isolados, aqueles que levaram a
incidéncias entre 43 e 57% (Figura 4A). A correlagéo entre os caracteres foi baixa
de modo geral, com ressalva para as plantas com sintomas de Fop e as plantas
sem sintomas e auséncia do Fop com r = -0.89 (Figura 4B).

o
© CMF0399 & &
» CMF0381
Without symptoms - Fop
CMF3124
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Figure 4. Dendrograma com base na severidade (plantas mortas pelo Fop e
confirmadas pelo reisolamento) de nove isolados de F. oxysporum f sp.
passiflorae, mais o tratamento controle (ndo inoculado). Correlacdo de Pearson
entre plantas sem sintomas e auséncia de Fop, morte por outras causas, sem
sintomas e presenca de Fop nas raizes, com sintomas e presenca de Fop e

numero de clamiddsporos. * indica significancia a 5% pelo teste T.

Discusséao
No processo de screening de germoplasma para identificacdo de fontes
de resisténcia a doencas € interessante que o isolado seja capaz de provocar

sintomas caracteristicos, a fim de economizar tempo e recursos para
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identificagdo de plantas resistentes. Neste estudo, todos os isolados foram
patogénicos. Contudo, a incidéncia final de plantas mortas, periodo de
incubacdo, nimero de plantas assintométicas e numero de clamidésporos
presentes nas raizes variou expressivamente entre os isolados (Figura 1-4). Isso
indica ampla variabilidade na agressividade dos isolados (Michielse, 2009; Silva
et al., 2013b; Masachis et al., 2016).

A agressividade de diferentes isolados pode estar associada a producao
de toxinas que facilitam a penetracao e colonizacdo do patégeno (Miedaner et
al., 2004; Nirmaladevi et al., 2016); eficiéncia no reconhecimento e infec¢do do
hospedeiro (Singh et al., 2020), ou através do reconhecimento do exsudatos
radiculares do hospedeiro (Masachis et al., 2016); genes associados a
patogenicidade (Nirmaladevi et al., 2016; Ding et al., 2020); compostos para
neutralizar mecanismos de reconhecimento a infec¢cdo (Masachis et al., 2016;
Galeana-Sanchez et al., 2017) ou condicbes ambientais favoraveis (Arias et al.,
2013; Lima et al., 2020).

Além desses fatores, o local de origem dos isolados pode resultar em
respostas diferentes de viruléncia de F. oxysporum. Nesse estudo, os isolados
mais agressivos (CMF3115, CMF3114, CMF3116) foram obtidos de plantas
cultivadas em Cruz das Almas, Bahia, Brasil. Contudo, em Livramento de Nossa
Senhora Babhia, Brasil, houve isolados com baixa (CMF0308 e CMF0310) e alta
agressividade (CMF0399), indicando que apenas o local de origem n&do é um
fator determinante da agressividade (Figura 1, 2). Esse resultado tem paralelo
com os de Nirmaladevi et al. (2016) que obtiveram diferentes niveis de
agressividade de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici isolados da mesma
regido. Espécies patogénicas do complexo F. oxysporum sdo capazes de
transferir genes, e até mesmo cromossomos inteiros, para espécies nao
patogénicas de F. oxysporum (Glenn et al., 2008; Ma et al., 2010), indicando a
possibilidade de isolados pouco agressivos se tornarem mais virulentos.

Dentre os nove isolados, CMF3115 foi classificado como mais agressivo,
pois foi capaz de promover doenca em 90% das plantas até 70 DAI (Figura 2C)
(Figura 3A). Além disso, esse isolado apresentou elevado numero de

clamidésporos nas raizes, como observado em outros estudos (Akhter et al.,
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2016; Ding et al., 2019) e formou grupo separado dos outros isolados (Figura
4A). Isso é particularmente importante, pois estudos posteriores poderao ser
conduzidos utilizando o isolado CMF3115 em associacdo ao estresse hidrico
(Lima et al., 2019) para screening em germoplasma e identificagéo de fontes de
resisténcia ao Fop. Em condi¢des controladas isso implica com menor custo e
tempo em relagéo aos estudos em condi¢cdes de campo (Pereira et al., 2019).

A utilizacao de isolado pouco agressivo ou avirulento pode incorrer em
selecao equivocada de gendtipos resistentes, comprometendo assim as demais
etapas dos programas de melhoramento. Espécies do complexo F. oxysporum
podem ser ndo patogénicos devido a comportamento endofitico, sem danos
macroscoépicos, similar a outros fungos que infectam raizes sem provocar
doenca, obtendo nutrientes diretamente das vias apoplasticas (Gordon, 2017).
Além disso, ha estudos que reportam a utilizacéo de isolados ndo patogénicos
no controle biologico da fusariose no tomateiro (Kavroulakis et al., 2007).

Por outro lado, isolados como CMF0399, CMF3114 e CMF3116 podem
ser responsaveis pelo aumento da densidade de propagulos ao longo do tempo
em areas com histérico da doenca. Isso levaria a alta incidéncia logo no primeiro
plantio, conforme estudo realizados por Pereira et al. (2019), enquanto em areas
com populacbes menos agressivas o tempo para afetar muitas plantas é
prolongado e associado a fatores genéticos (Nirmaladevi et al., 2016; Ding et al.,
2020).

A incidéncia de fusariose causada por 13 isolados de Fop em P. edulis foi
avaliada por Melo et al. (2019). Eles também observaram variacdo no periodo
de incubacao, oscilando de 17 a 52 DAI. Apesar da analogia, o periodo de
incubacéao reportado nesse estudo foi menor (18 a 36 DAI) com excecdo de
CMF0310 com 54 DAI. Isso se deve provavelmente a metodologia de inoculacéo,
com emprego de ciclo de estresse hidrico controlado antecipando a
manifestacdo dos sintomas. Os mecanismos envolvidos ndo estdo claros. Uma
possibilidade seria a formacdo de microfissuras nas raizes, que facilitariam a
penetracdo do patdégeno (Lima et al., 2019). Além disso, o estresse hidrico pode
promover alteracfes fisiolégicas, anatdmicas, moleculares e bioquimicas

afetando diretamente o crescimento da planta e acimulo de massa (Pereira et
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al., 2018; Liu et al., 2019) acarretando prejuizos no sistema de defesa da planta
e favorecendo o surgimento da doenga.

A andlise de sobrevivéncia mostrou-se uma ferramenta importante na
classificacdo da agressividade de isolados. Nessa analise € possivel considerar
dados censurados (morte por outras causas), observar a propor¢cédo cumulativa
de sobrevivéncia ao longo do tempo e comparar as curvas por diferentes testes.
As diferencas entre os testes (Figura 2F) pode estar associada a maior
sensibilidade do teste de Peto & Peto Wilcoxon nos tempos de sobrevivéncia
precoce em relacdo ao teste F de Cox’s e Log-Rank (Peto e Peto, 1972;
Kalbfleisch e Prentice, 1980; Kleinbaum e Klein, 2010). A utilidade e eficiéncia
da técnica também vem sendo reportada em outros estudos (Masachiset al.,
2016; Lima et al., 2018, 2019; Pereira et al., 2019).

Os resultados obtidos nesses estudo sdo promissores. Foi possivel
selecionar um isolado fitopatogénico e agressivo com associacdo do estresse
hidrico, em curto periodo de avaliacdo, sendo o primeiro estudo reportando essa
combinacao de fatores em P. edulis. Isso abre perspectiva para utilizacado do
CMF3115 utilizando areia mais fuba de milho como in6culo para screening em
germoplasmas de Passiflora visando selecionar genotipos resistentes dentro da
ampla variabilidade conservada em bancos de germoplasma (Cerqueira-Silva et
al.,, 2014). Os gendtipos resistentes poderdo ser utilizados em ciclos de
cruzamentos e retrocruzamentos para introgressao de genes de resisténcia e as
progénies poderéo ser selecionada ainda na fase de mudas acelerando assim
as etapas de identificacdo de genotipos e a obtencdo no futuro da primeira
cultivar de maracuja amarelo (P. edulis) resistente ao Fusarium oxysporum f. sp.
passiflorae. Além disso, a utilizacdo desse isolado em estudos de ciclo de vida
permitira aprofundar os estudos nesse campo, possibilitando a resolucdo de

novas estratégias de manejo da doenca.

Conclusbes
1. Todos os isolados avaliados foram fitopatogénicos com maior incidéncia da

doenca entre 20 e 30 dias apds a inoculacao de P. edulis.
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2. O isolado CMF3115 destacou-se como 0 mais agressivo, sendo assim
recomendado para realizacdo de screening em germoplasma de Passiflora;

3. A andlise de sobrevivéncia pode ser utilizada para selecdo de isolados
agressivos e como ferramenta estatistica para screening em germoplasma
de Passiflora spp.;

4. As fotomicrografias apresentaram elevada presenca de clamidésporos nas
raizes das plantas inoculadas com Fop, com destaque para o CMF3115.
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CAPITULO 3

Esporulacdo de Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae em
diferentes proporc¢des de substratos e pH para selecéo de
genotipos resistentes
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Resumo

Este trabalho teve por objetivo avaliar a esporulacdo de Fusarium oxysporum f.
sp. passiflorae (Fop), em diferentes propor¢cdes de solo:fibora de coco e
solo:esterco ajustados em diferentes pHs. O experimento foi conduzido em
delineamento inteiramente casualizado, utilizando as propor¢des de 5:0, 5:2, 5:4,
5:6 (v: v) de solo: esterco bovino, e solo: fibra de coco, cada mistura teve o pH
ajustado aos niveis de pH: variando de 4,2 a 8,0 (solo: esterco); e 4,2 a 9,7 (solo:
fibra de coco). Por meio de diluicbes seriadas, plagueamento e microscopia, foi
contabilizada a producdo de microconidios, macroconidios, clamidésporos e
unidades formadoras de colbnias (UFC) aos 3, 7, 14, 21 e 28 dias apos a
infestacdo (DAI) dos substratos. Independente da mistura utilizada o nimero de
microconidios foi maior em pH alcalino, e a formacao de clamiddsporos foi maior
nos pHs extremos. A quantidade de macroconidios foi infima para a maioria dos
tratamentos. A adicdo de esterco ao solo, ao invés de fibra de coco, permitiu
maior producao de esporos de Fop. O uso de solo adicionado a esterco bovino
nas proporcdes 5:4 e 5:6 com pH entre 6,50 e 8,0 foi que favoreceu melhor o
desenvolvimento do Fop. Essas misturas e isolado seréo utilizados em conjunto
futuramente para validar um método de inoculacdo artificial de Fop para
identificacdo de fontes de resisténcia no melhoramento genético do

maracujazeiro.
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Palavras-chave: Solo, esterco, fibra de coco, UFC, clamiddsporos.

Sporulation of Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae in different
proportions of substrates and pH for selection of resistant genotypes

Abstract

This study aimed to evaluate the sporulation of Fusarium oxysporum f. sp.
passiflorae (Fop), in different soil proportions: coconut fiber and soil: manure
adjusted at different pHs. The experiment was conducted in a completely
randomized design, using the proportions of 5: 0, 5: 2, 5: 4, 5: 6 (v: v) of sail:
bovine manure, and soil: coconut fiber, each mixture had the pH adjusted to pH
levels: ranging from 4.2 to 8.0 (soil: manure); and 4.2 to 9.7 (soil: coconut fiber).
Through serial dilutions, plating and microscopy, the production of microconidia,
macroconidia, chlamydospores and colony forming units (CFU) at 3, 7, 14, 21
and 28 days after infestation (DAI) of the substrates was counted. Regardless of
the mixture used, the number of microconidia was higher in alkaline pH, and the
formation of chlamydospores was higher in extreme pHs. The amount of
macroconidia was negligible for most treatments. The addition of manure to the
soil, instead of coconut fiber, allowed greater production of Fop spores. The use
of soil added to bovine manure in the proportions 5: 4 and 5: 6 with pH between
6.50 and 8.0 was the one that favored the development of Fop better. These
mixtures and isolates will be used together in the future to validate a method of
artificial Fop inoculation to identify sources of resistance in the genetic

improvement of passion fruit.

Keyword: Soil, manure, coconut fiber, UFC, conidia, chlamydospores.

Introducéo

O complexo de espécies de Fusarium oxysporum € capaz de sobreviver
no solo por prolongados periodos por meio dos clamidésporos e, na auséncia do
hospedeiro, o0 patdgeno sobrevive na matéria organica do solo (Gordon, 2017).

Quando esses microrganismos parasitam seu hospedeiro, o fungo penetra as
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raizes e provoca o colapso do xilema, resultando em murcha da parte aérea
(Fischer e Rezende, 2008; Gordon, 2017).

A espécie Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae Gordon (Fop), causa a
fusariose do maracujazeiro, considerada uma das principais doencas que
acometem o maracujazeiro amarelo (Passiflora edulis Sims) (Oliveira et al.,
2013). As plantas infectadas por Fop tém sua vida util reduzida para um ano,
enquanto plantas sadias podem permanecer produtivas por até seis anos
(Pinheiro et al., 2016; Lima et al., 2019).

O controle do Fop é complexo, pois a aplicacdo de defensivos agricolas
apresenta baixa eficiéncia. O uso de agentes de controle biolégico como
Trichoderma spp. néo resulta na supressao da doenga, devido a influéncia de
fatores ambientais (Fischer et al., 2010). A utilizacdo de mudas de P. edulis
enxertadas em espécies silvestres de Passiflora resistentes tem resultado em
uma maior sobrevivéncia das plantas em areas infestadas por Fop. Porém, esta
préatica resulta em reducéo no vigor vegetativo e produtivo das plantas (Santos
et al., 2016; Lima et al., 2018).

Ainda séo escassas as espécies do género Passiflora identificados como
resistentes a fusariose. Em sua maioria, as avaliacdes sdo conduzidas em
condi¢cBes de campo o que dificulta a selecdo precoce de genadtipos resistentes
para subsidiar os programas de melhoramento genético da espécie (Santos et
al, 2016; Lima et al., 2018; Pereira et al., 2019). A metodologia de inoculacéo
artificial de Fop ainda néo foi validada. Em condi¢cdes de casa de vegetacdo os
resultados ndo sao satisfatorios, devido a baixa repetibilidade e confiabilidade da
técnica na selecéo de gendtipos resistentes (Silva et al., 2013; Flores e Bruckner,
2014; Lima et al., 2019).

Dentre os fatores que favorecem a incidéncia da fusariose, pode-se citar
a quantidade e o tipo de matéria organica no solo, e o pH do solo (Orr e Nelson,
2018). A decomposicdo da matéria organica fornece energia para a
sobrevivéncia do patdgeno, e o pH é um potente regulador de crescimento e
esporulacdo (Fernandes et al., 2017). Contudo, essas informacbes até entédo

foram pouco exploradas na interacdo Fop x P. edulis, podendo estar entre os
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fatores limitantes para o estabelecimento de protocolos de inoculacéo e selegéo
precoce de gendtipos resistentes ao Fop.

A corregéo da acidez do solo tem reduzido a incidéncia de F. oxysporum
em diferentes hospedeiros vegetais (Orr e Nelson, 2018). Fusarium oxysporum
f. sp. passiflorae difere das demais forma speciales (f. sp.), e aparentemente, se
beneficia de solos com pH > 8,0. Niveis alcalinos de pH do solo favorecem a
incidéncia da fusariose do maracujazeiro na principal regidao produtora de
maracuja amarelo no estado da Bahia (Pinheiro et al., 2016). Demonstrou-se em
cultivo in vitro de Fop que pH alcalino favorece seu crescimento micelial e a
expansdo de suas colbnias (Lima, 2016).Portanto, estudos buscando maior
compreensao da atividade de Fop no solo em funcao de diferentes faixas de pH
S80 necessarios ndo apenas para melhor compreensdo, mas também para
subsidiar estratégias de manejo e método efetivo de inoculagdo em casa de
vegetacao.

Os estudos de inoculacdo nao tém considerado a importancia do
substrato e pH para a incidéncia da fusariose do maracujazeiro. No entanto, é
fundamental ajustar esses componentes para producdo de maior numero de
estruturas infectivas de Fop, e assim antecipar a manifestacédo de sintomas em
gendtipos de Passiflora susceptiveis. Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi
desenvolver um substrato favoravel a esporulacao de Fop, com base na selecéo
de uma fonte de matéria organica, e sua proporcao, considerando ainda o pH
ideal para a multiplicacédo do patdgeno visando adequar as condi¢des para maior

eficiente das inoculacdes artificiais.

Materiais e Métodos

Producéo das diferentes misturas de substratos parainoculacdo com Fop
Os substratos foram compostos por combinacdes de solo e esterco, ou

solo e fibra de coco, nas proporc¢des: 5:0; 5:2; 5:4; 5:6 (v: v). O solo foi oriundo
de uma éarea para producdo de maracuja com histérico de ocorréncia de
fusariose, sendo classificado como LATOSSOLO AMARELO Distrofico alico.
Para coleta do solo a camada de serapilheira foi removida, e o solo recolhido

encontrava-se na faixa de 0-20 cm de profundidade.
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O esterco utilizado no experimento foi do tipo bovino, e a fibra de coco
utilizada foi o produto Golden Mix 47®. Os componentes dos substratos foram
peneirados com peneira de crivo de 2 mm, e em seguida o solo foi misturado ao
esterco, ou a fibra de coco, nas propor¢des citadas. O pH inicial das diferentes
proporcdes de substratos foi quantificado em dgua com auxilio de um pHmetro
(pH21 Hanna Instruments ®). Para isso, utilizou-se a metodologia de andlise de
solo descrita por Teixeira et al. (2017).

Ajuste do pH dos substratos avaliados
Os substratos tiveram seu pH ajustado para as seguintes faixas 4,2-5,0;

5,1-6,0; 6,1-7,0; 7,1-8,0 (solo: esterco), e 4,2-5,0; 5,1-6,0; 6,1-7,0; 7,1-8,0; 8,1-
9,0; 9,1-9,7 (solo: fibra de coco). O ajuste foi realizado utilizando modelo de
regresséao, a fim de predizer o volume de acido (HCI) ou base (NaOH) a ser
adicionado as diferentes proporcdes de solo: esterco, ou solo: fibra de coco
(Figura 1). Para evitar diferengas marcantes na umidade dos substratos, um
volume final de 90 mL de solucado (acida ou basica) foi estabelecido, para ser
adicionado em cada 300 mL substrato, com intuito de umedecer os substratos
igualmente. Quando o volume de acido ou base se encontrava abaixo do limite
estabelecido, agua deionizada foi adicionada. Apds o ajuste de pH, o volume de
300 mL de cada substrato foi distribuido em sacos de polietiieno de alta
densidade, e autoclavados a 121 °C pelo periodo de 30 minutos, repetindo-se o
processo apdés 24 horas. Posteriormente, a infestacdo dos substratos foi

realizada.
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Figura 1. Obtencéo de equacdes de predicédo para célculo do volume de NaOH
ou HCl a ser adicionado as diferentes propor¢des (solo: esterco, ou solo: fibra de

coco) visando a obtencdo do pH desejado nos substratos. llustracdo: Onildo
Nunes de Jesus

Cultivo de F. oxysporum f. sp. passiflorae e infestacdo dos substratos
O isolado CMF — 3115 F. oxysporum f. sp. passiflorae da micoteca da

Embrapa Mandioca e Fruticultura, Cruz das Almas — BA, foi cultivado em placas
de Petri contendo meio de cultura Batata Dextrose Agar (BDA), a 25 °C,
fotoperiodo de 12 horas, por 11 dias. Apos o periodo de incubacdo, 20 mL de
agua destilada estéril (ADE) foi adicionada a placa, e em seguida o micélio foi
raspado com auxilio de alca de Drigalski. Posteriormente, a suspensédo de
micélio e ADE foi filtrada com gaze estéril, e a concentracdo de conidios foi
guantificada por microscopia com auxilio de camara de Neubauer. Os substratos
foram infestados pela adicdo da suspensdo de esporos para obtencdo de
densidade final de 10° conidios por mililitro de substrato. Aos controles, agua
destilada estéril foi adicionada (Figura 2).
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Avaliacao da esporulacao de Fop
O numero de unidades formadoras de colénias (UFC), microconidios,

macroconidios e clamiddsporos produzidos nos substratos, foram avaliados aos
3, 7, 14, 21 e 28 dias apos a inoculacédo (DAI) (Figura 2). Para avaliacdo do
namero de UFC, aplicou-se a técnica de diluicdo seriada e plaqueamento (Yan
et al., 2015). O numero de UFC foi contado dois dias apds plagueamento. Para
diferenciar as estruturas de Fop e particulas do substrato, durante a diluicao
seriada, 1,0 mL da diluicdo 10 foi recolhido em microtubo, acrescentando-se
200pL de solucdo de azul de Trypan (87,5 mL de &cido latico; 6,3 mL de glicerol;
0,1 g de azul de Trypan; e 6,2 mL de agua destilada). Esse procedimento
otimizou a contagem de microconidios, macroconidios, e clamidésporos
utilizando camara de Neubauer e microscopio (LEICA® 550M com céamera
LEICA® ICC50E acoplada).
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Figura 2. Metodologias adotadas para estimar pH, contagem de unidades

Depois de 1h

Agitar

formadoras de colbnias (UFC) e estruturas do fungo nos diferentes substratos e
pH nas avaliagOes realizadas aos 3; 7, 14; 21 e 28 dias apo0s a infestagédo nas

diferentes proporc¢des de substratos. llustracdo: Onildo Nunes de Jesus

Analise experimental dos dados
O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado,

em esquema fatorial 4 x 4 x 5 sendo quatro propor¢des de solo e esterco ou solo
e fibra de coco avaliados em quatro faixas de pH variando do acido ao alcalino
avaliados aos 3, 7, 14, 21 e 28 dias apo0s infestacdo, distribuidos em quatro
repeticdes por tratamento. Cada tratamento consistiu de uma mistura de solo e
esterco, ou solo e fibra de coco, em diferentes faixas de pH, e um tratamento
controle néo infestado foi utilizado para cada substrato. A producéo de esporos
em cada proporcéo de solo: esterco, ou solo: fibra foi comparada utilizando o
teste Tukey (5%). A influéncia do pH na producao de esporos de Fop foi avaliada
pela analise de regresséo. As analises foram realizadas utilizando o software R
(R Development, 2016).
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Resultados

Esporulacédo de Fop no substrato solo: esterco bovino
A mistura com a maior dose de esterco (5:6), proporcionou 0s maiores

ndameros de unidade formadora de colénias (UFC) e microconidios (Figura 3a).
A segunda maior proporcdo de esterco (5:4), foi semelhante a proporcdo 5:6
para formacdo de macroconidios e clamidésporos (Figura 3c). A producdo de
microconidios estabilizou-se a partir do sétimo dia apés infestacdo do substrato,
enquanto a UFC registrou pico aos 21 DAI, ndo diferindo dos 14 e 28 DAI (Figura
3b).

O numero de macroconidios foi pouco afetado ao longo do periodo de
avaliacdo. O numero de clamidésporos foi incrementado gradativamente com
estabilizacdo aos 14 DAI néo diferindo das avaliagbes realizadas aos 7, 21 e 28
DAI (Figura 3d).

A analise de regressao realizada com a média dos caracteres obtidos nos
substratos 5:4 e 5:6 aos 21 e 28 DAI, aponta uma tendéncia para o acumulo de
microconidios com elevacdo de pH. Ja o ajuste do modelo para UFC foi
guadratico com pico proximo ao pH 6,0 (Figura 3e). Para o numero de
macroconidios e clamiddésporos, ndo houve ajuste aos modelos de regressao
testados (Figura 3f).

As avaliacdes realizadas com os dois melhores substratos (5:4; 5:6)
considerando os valores de 21 e 28 DAl em funcéo das faixas de pH, apontam
para uma baixa relacéo do pH do substrato com a atividade do Fop, com ressalva
para a producdo de microconidios que foi maior na faixa neutra e alcalina do pH

(Figura 3g-n).
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Figura 3. Quantidade de propagulos produzidos por Fusarium oxysporum f. sp.

passiflorae nos diferentes substratos (solo: esterco). (a) e (c) Quantidade de

UFC, macro, microconidios, e clamiddsporos nas proporc¢ées solo: esterco. (b) e

(d) Tempo necessario para formacdo dos propagulos. (e) e (f) Regressao

polinomial de propagulos em funcéo das faixas de pH. (g), (h), (i) e (j) Estruturas

avaliadas nas diferentes faixas de pH do substrato 5:4. (k), (I), (m) e (n)

Estruturas avaliadas nas diferentes faixas de pH do substrato 5:6. Barras

seguidas de mesma letra ndo apresentam diferenca estatistica pelo teste Tukey

(5%).
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Esporulacéo de Fop no substrato solo: fibra de coco
As analises realizadas considerando a fibra de coco como fonte de

matéria organica apresentaram respostas variadas entre as proporc¢des de fibra
e solo. O numero de unidades formadoras de col6nias foi semelhante entre as
proporcdes 5:4 e 5:6, jA o ndmero de microconidios foi 40% superior na
proporcdo 5:6 em relacdo a proporcdo 5:4 (Figura 4a). O numero de
clamidésporos foi maior na proporgéo 5:2, sendo semelhante a proporcéo 5:6.
Foi registrado maior valor médio de niumero de macroconidios na proporgéo 5:4
(Figura 4c), sendo observada baixa variagdo com valores inferiores aos 3 DAI,
os demais periodos de avaliacao nao diferiram entre si (Figura 4d)

Foi verificada estabilidade no niumero de UFC e clamidosporos a partir
dos 14 DAI. J4 em relacdo ao numero de microconidios, o pico foi registrado ao
28 DAI, enquanto a producéo de macroconidios foi estavel ao longo do tempo,
com variacao apenas aos 3 DAI (Figura 4b, d).

O modelo quadratico de regressao polinomial foi 0 que apresentou melhor
ajuste para os dados de producdo de UFC e microconidios nas proporcoes 5:4
e 5:6 (solo: fibra de coco) aos 28 DAI. Isso indica existir uma tendéncia de maior
producéo dessas estruturas nas faixas de pH variando de 6,1 a 9,0. Ja para a
producédo de macroconidios e clamidésporos ndo houve ajuste aos modelos de
regressao propostos (Figura 4e, f).

As producdes de unidades formadoras de colénia (UFC) de e
microconidios na proporcao 5:4 foram influenciadas positivamente pelo pH
neutro e alcalino, enquanto as producfes de macroconidios e clamidésporos nédo
foram influenciadas pelo pH do substrato (Figura 4g-j). Na propor¢céo 5:6 a
resposta foi variada, com alta producéo de UFC, microconidios e clamiddsporos
na faixa de pH variado do acido ao alcalino, enquanto o numero de

macroconidios nao foi afetado (Figura 4i-I).
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Figura 4. Quantidade de propagulos produzidos por Fusarium oxysporum f. sp.
passiflorae nos diferentes substratos (solo: fibra de coco). (a) e (c) Quantidade
de UFC, macro, microconidios, e clamidésporos nas proporcdes solo: esterco.
(b) e (d) Tempo necessario para formacao dos propagulos. (e) e (f) Regresséo
polinomial de propagulos em funcéo das faixas de pH. (g), (h), (i) e (j) Estruturas
avaliadas nas diferentes faixas de pH do substrato 5:4. (k), (I), (m) e (n)
Estruturas avaliadas nas diferentes faixas de pH do substrato 5:6. Barras
seguidas de mesma letra ndo apresentam diferenca estatistica pelo teste Tukey
(5%).
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Discusséao

S&0 escassos 0s estudos que buscam compreender a interagéo entre Fop
e as propor¢cdes de matéria organica do substrato, assim como o0 seu potencial
na producéo de estruturas infectivas associadas a manifestagcéo de sintomas de
murcha em gendtipos de Passiflora. Contudo, a maior compreensdo dessa
interacdo pode subsidiar agbes de manejo e uma maior eficiéncia do método de
inoculacao para avaliacéo e identificacdo precoce de fontes resisténcia ao Fop
em apoio a programas de melhoramento.

As variacdes para os valores de UFC, microconidios, macroconidios e
clamiddsporos nas diferentes concentracdes de solo: esterco ou solo: fibra de
coco, podem estar relacionadas aos teores de nutrientes presentes nestes
compostos organicos. Segundo Maitlo et al. (2017), diferentes composicfes de
meios de cultura propiciam alteracbes na quantidade, e nos tipos de esporos
produzidos por F. oxysporum f. sp. ciceris, além de afetar seu crescimento
micelial, podendo portanto, exercer efeito variado na severidade do patégeno a
depender do substrato utilizado para inoculacao.

A diferenca entre a quantidade de microconidios e macroconidios
encontradas neste trabalho é similar a reportada por Maitlo et al. (2017), em que
0 numero de microconidios foi superior ao de macroconidios, em todos os
tratamentos.

Aléem do substrato, o pH exerce forte influéncia na disponibilidade,
dissociacdo e mobilizacdo de nutrientes no substrato. Conforme Orr e Nelson
(2018), elementos como Fe, Mn e Zn se tornam insollveis com a elevacdo do
pH, e influenciam o crescimento e a esporulacdo de Fusarium sp. (Gatch e du
Toit, 2012). A gquantidade de enzimas produzidas pelo Fop pode ter sido
influenciada pelo pH, uma vez que dentro das diferentes faixas de pH em um
mesmo substrato a producéo de células de Fop sofreu alteracédo. Para obtencao
de energia, esse fungo libera enzimas especificas para a degradacdo do
substrato. Além disso, sob diferentes niveis de pH F. oxysporum pode alterar a
guantidade secretada de lipases, pectinases, xilanase e peptidases (Da Rosa-
Garzon et al., 2017).
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Neste trabalho, foi verificado que a esporulacdo de Fop é mais
influenciada pelo tipo e a propor¢cdo de matéria organica utilizada do que pela
acidez ou alcalinidade do substrato. A regressao dos substratos solo: esterco
apontam uma tendéncia para maior producdo de UFC na faixa de pH de 6,1 a
7,0. Diferentemente, no substrato solo: fibra de coco a producdo de UFC foi
favorecida por pH mais altos (7,1-8,0). Independente da fonte de matéria
organica (solo ou esterco), a producao de microconidios foi favorecida por pH
alcalino, corroborando com os resultados obtidos por Pinheiro (2015).
Entretanto, a viabilidade desse esporo nestas condi¢cdes nao foi averiguada.

A influéncia do pH sobre F. oxysporum ainda apresenta controvérsias em
fungéo do tipo de solo utilizado nos ensaios e a variabilidade entre os isolados
estudados (Huang et al., 2012; Cao et al., 2016; Orr e Nelson, 2018). Solos
alcalinos do Arizona séo conducivos a murcha provocada por F. oxysporum em
alface (Matheron e Koike, 2003). Por outro lado, o aumento do pH do solo,
utilizando calcario como corretivo, tem suprimido a murcha provocada por F.
oxysporum f. sp. spinaciae (Gatch e Du Toit, 2017).

Neste trabalho, observou-se que o Fop foi capaz de esporular em niveis
de pH acidos e alcalinos, evidenciando a capacidade adaptativa deste fungo ao
ambiente. Experimentos realizados por Pinheiro et al. (2016) apontam que
valores alcalinos de pH estédo relacionados com elevada incidéncia de fusariose
no maracujazeiro em campo. Além disso, o crescimento micelial de Fop foi maior
em niveis de pH alcalinos, em comparacéo a niveis mais acidos do pH. Segundo
Lima (2016), a microdisseminacédo de Fop é favorecida por niveis alcalinos de
pH, podendo, portanto, contribuir com a eficiéncia de inoculacédo e surgimento
de sintomas em gendotipos susceptiveis de Passiflora.

Neste estudo, producdo de clamidosporos nao foi influenciada pelo pH
guando esterco foi utilizado. Entretanto, ao se usar a maior propor¢ao de fibra
de coco ao solo (5:6) a producéao de clamiddsporos sofreu influéncia do pH. O
pH do substrato é capaz de influenciar o pH intracelular de espécies de F.
oxysporum e a regulacédo da expressao génica (Caracuel et al., 2003).

Os efeitos do pH ambiental também se estendem a capacidade de F.

oxysporum em causar doenca em plantas. Segundo Masachis et al, (2016) no
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inicio da infec¢do fungos F. oxysporum f. sp. lycopersici é capaz de secretar
compostos alcalinos com objetivo de elevar o pH extracelular, promovendo o
crescimento de hifas invasivas e viruléncia.

Os esporos produzidos por Fop, nos tratamentos com adicao de esterco
bovino foram superiores aos substratos que receberam fibra de coco: 98% para
UFC, 48% para microconidios, e 13% para clamidosporos. Porém, a fibra de
coco produziu 65% mais macroconidios. Assim, a utilizacdo de esterco bovino
nos substratos se mostrou mais eficiente na producdo de estruturas infectivas.
Além disso, esse substrato demostrou estabilidade na manutencéo dos esporos
ao longo do tempo, 0 que pode ser vantajoso em relagdo a substratos
constituidos apenas por areia lavada (Lima et al., 2019) em que o teor de matéria
organica € muito baixo, contribuindo com a reducéo da concentracao do inéculo
ao longo do tempo.

Neste estudo verificou-se que as proporcdes de solo e esterco, e solo e
fibra de coco, forneceram condi¢des para que Fop atingisse a concentracao de
10 esporos por grama de substrato que é a concentracdo recomendada em
testes de patogenicidade para F. oxysporum (Ortiz et al., 2014; Ortiz e Hoyos-
Carvajal, 2016: Garcia et al., 2019). Porém, o tempo necessario para que Fop
atingisse essa concentragcao variou entre as misturas.

Com base nos resultados obtidos pode-se considerar as UFC como o
parametro mais indicado para selecdo de um substrato a ser utilizado na
inoculacao artificial de Fop. Representa, indiretamente, a viabilidade das
estruturas do patdgeno, embora estudos da interacdo planta patégeno devam
ser realizados, ja que a presenca do hospedeiro pode favorecer a germinacao
de clamidésporos. Deste modo sugere-se que 0s substratos nas proporcoes 5:6
e 5:4 (solo: esterco) com faixa de pH entre 6,50 e 8,0 sejam testadas para a
inoculacao artificial de Fop, visando aumentar a eficacia do método de
inoculacdo. Com isso, os programas de melhoramento genético podem avancar
na identificacdo e selecdo de gendtipos promissores ao desenvolvimento de

cultivares de maracuja amarelo com resisténcia ao Fop.
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CONSIDERACOES FINAIS

Neste trabalho foi possivel identificar que a agressividade dos isolados e
o tipo de substrato tem efeito na incidéncia de murcha causada por Fusarium
oxysporum f. sp. passiflorae e também no desenvolvimento de estruturas
infectivas desse fungo.

A agressividade de isolados de Fop é decorrente da sua producdo de
toxinas, e a selecédo de isolados com maior potencial de causar mortalidade em
plantas de maracujazeiro pode ajudar na selecdo rapida de gendtipos com
resisténcia ao Fop.

A utilizacdo de esterco como fonte de matéria organica em substratos para
inoculacdo de Fop foi benéfica ao patdgeno, podendo também fornecer
elementos nutricionais a planta. O pH ambiental parece influenciar o
desenvolvimento do patdgeno, porém mais estudos sobre esse fator sao
necessarios para que seja possivel afirmar sua influéncia na interacéo
Passiflora-Fop. Além disso, novos estudos sdo necessarios visando identificar
as toxinas produzidas por Fop, e assim ajudar no entendimento do seu modo de

acao em Passiflora spp.
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Figure Lettering

To add lettering, it is best to use Helvetica or Arial (sans serif fonts).

Keep lettering consistently sized throughout your final-sized artwork, usually
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Variance of type size within an illustration should be minimal, e.g., do not use 8-
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Do not include titles or captions within your illustrations.
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Figures should always be cited in text in consecutive numerical order.
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the consecutive numbering of the main text. Do not number the appendix
figures,"Al, A2, A3, etc.” Figures in online appendices [Supplementary
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Figure Captions
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depicts. Include the captions in the text file of the manuscript, not in the figure
file.

Figure captions begin with the term Fig. in bold type, followed by the figure
number, also in bold type.
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placed at the end of the caption.
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Identify previously published material by giving the original source in the form
of a reference citation at the end of the figure caption.

Figure Placement and Size

o Figures should be submitted separately from the text, if possible.

e When preparing your figures, size figures to fit in the column width.

o For large-sized journals the figures should be 84 mm (for double-column text
areas), or 174 mm (for single-column text areas) wide and not higher than 234
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e For small-sized journals, the figures should be 119 mm wide and not higher than
195 mm.
Permissions
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permission from the copyright owner(s) for both the print and online format. Please be
aware that some publishers do not grant electronic rights for free and that Springer will
not be able to refund any costs that may have occurred to receive these permissions. In
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Accessibility

In order to give people of all abilities and disabilities access to the content of your
figures, please make sure that
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All figures have descriptive captions (blind users could then use a text-to-speech
software or a text-to-Braille hardware)

Patterns are used instead of or in addition to colors for conveying information
(colorblind users would then be able to distinguish the visual elements)

Any figure lettering has a contrast ratio of at least 4.5:1



