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ESPECIES DE Passiflora L. E SUAS COMBINACOES DE ENXERTIA NO
MANEJO DA FUSARIOSE

Autor: Lucas Kennedy Silva Lima
Orientador: Dr. Eduardo Augusto Girardi
Coorientador: Dr. Onildo Nunes de Jesus

RESUMO: O Brasil é o principal produtor e consumidor mundial de maracuja
amarelo (Passiflora edulis Sims). No entanto, a fusariose (Fusarium oxysporum f.
sp. passiflorae - Fop) tem limitado a producéo e vida util da cultura em diversas
regides. A identificacdo de fontes de resisténcia € uma etapa crucial para o
desenvolvimento de cultivares, no entanto ndo ha uma metodologia rapida para a
selecdo de gendtipos resistentes em condicbes de casa de vegetacdo. Como
alternativa para a convivéncia com a fusariose, destaca-se o uso de mudas
enxertadas em espécies de maracuja resistentes. Assim, neste trabalho: i) avaliou-
se o desempenho de plantas de maracuja enxertado em espécies silvestres (P.
alata, P. nitida e P. gibertii) em casa de vegetacdo e campo; ii) determinou-se o
efeito da altura de enxertia no desenvolvimento e reacdo a Fop das plantas
enxertadas em casa de vegetacdo e campo e iii) estudou-se uma metodologia
alternativa para identificacdo de fontes de resisténcia ao Fop sob condicdes
controladas. As mudas enxertadas do maracuja azedo apresentaram melhor
desempenho vegetativo e compatibilidade anatdémica quando utilizado P. gibertii
como porta-enxerto com pegamento de 98%, sendo similar a P. edulis enxertada
em si com 93%. A enxertia de P. edulis/P. gibertii realizada aos 5 e 10 cm
proporciona maior pegamento com 87 e 92%, respectivamente, sendo superior a
enxertia de 20 e 30 cm com 62%. Nas condi¢cdes de campo, nao houve efeito da
altura de enxertia no crescimento, produgéo e sobrevivéncia e quando P. gibertii foi
enxertado em P. edulis ocorreu manifestacdo de sintomas do Fop na espécie
resistente (P. gibertii), no entanto, quando utilizados como porta-enxerto, ndo so P.

gibertii como as demais espécies silvestres foram resistentes ao patdgeno com



destaque para P. gibertii com 8% de mortalidade, enquanto P. edulis/P. edulis
apresentou incidéncia superior a 70%. A producdo de P. edulis enxertada em
espécies silvestres €, em média, 50% inferior a planta pé-franco, porém superior ao
material ndo enxertado (430%) em areas infestadas por fusariose. Quanto a
metodologia de inoculacéo, as mudas de maracujazeiro propagadas por sementes
e submetidas a déficit hidrico apresentaram maior incidéncia de fusariose (71%)
guando comparadas com plantas constantemente irrigadas (49%). A enxertia em
P. gibertii pode ser utilizada como medida paliativa de controle da fusariose até

obtencéo de variedade com resisténcia.

Palavras-chave: Passiflora spp. inoculacéo, enxertia, anatomia, interacao planta x

patogeno.
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Passiflora L. SPECIES AND THEIR GRAFTING COMBINATIONS FOR THE
CONTROL OF THE Fusarium wilt

Author: Lucas Kennedy Silva Lima
Advisor: Dr. Eduardo Augusto Girardi
Co-advisor: Dr. Onildo Nunes de Jesus

ABSTRACT: Brazil is the main producer and consumer of yellow or sour passion
fruit (Passiflora edulis Sims). However, Fusarium wilt (Fusarium oxysporum f. sp.
passiflorae - Fop) has limited production and shelf life in several regions. The
identification of resistance sources is a crucial step for the development of cultivars,
however there is no quick methodology for the selection of resistant genotypes
under greenhouse conditions. As an alternative to living with Fusarium wilt, the use
of seedlings grafted on resistant passion fruit species stands out. Thus, in this work:
i) the performance of passion fruit plants grafted on wild species (P. alata, P. nitida
and P. gibertii) was evaluated in greenhouse and field; ii) the effect of grazing height
on the development and reaction to Fop of the grafted plants in greenhouse and
field was determined; and iii) an alternative methodology was used to identify
sources of resistance to Fop under controlled conditions. The grafted seedlings of
passion fruit showed better vegetative performance and anatomical compatibility
when using P. gibertii as a 98% grafted rootstock, similar to P. edulis grafted with
93%. The grafting of P. edulis/P. gibertii making at 5 and 10 cm gives greater glue
with 87 and 92%, respectively, being superior to the grafting of 20 and 30 cm with
62%. In the field conditions there was no effect of grafting on the production and
survival growth and when P. gibertii was grafted on P. edulis there was manifestation
of Fop symptoms in the resistant species, however when used as a rootstock, not
only P. gibertii as the other wild species were resistant to the pathogen, with
emphasis on P. gibertii with 8% mortality caused by Fop, while P. edulis/P. edulis
presented an incidence higher than 70%. The production of P. edulis grafted on wild

species is on average 50% lower than the non grafted plant, but higher than the non
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grafted material (430%) in areas infested by Fusarium wilt. Regarding the
inoculation methodology, seedlings propagated by seeds and submitted to water
deficit showed a higher incidence of Fusarium wilt (71%) when compared to
constantly irrigated plants (49%). The grafting in P. gibertii can be used as a

palliative measure of control of Fusarium wilt until obtaining variety with resistance.

Keywords: Passiflora spp. Inoculation, Grafting, Anatomy, Plant x pathogen

interaction.
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REFERENCIAL TEORICO

Importancia social e econdmica do maracujazeiro

O maracujazeiro é uma planta tropical de origem sul americana pertencente a
familia Passifloraceae, composta por 17 géneros e mais de 600 espécies, das quais
120 séo nativas do Brasil, apresentando ampla diversidade genética. O género
Passiflora € o mais importante economicamente e compreende um grande nimero
de espécies que crescem como trepadeiras perenes ou semiperenes. No geral, as
passifloraceas estdo adaptadas a uma ampla variedade de temperatura do ar (0-
40 °C), altitudes (0-4.500 m) e de ecossistemas (de floresta tropical umida até
regibes aridas) (PEREZ, 2007; YOCKTENG et al., 2012). Passiflora edulis Sims o
maracujazeiro amarelo, roxo ou azedo, a espécie mais cultivada (GANGA et al.,
2004; ULMER e MACDOUGAL 2004; PEREZ, 2007; BERNACCI et al., 2008;
ZERBINI et al., 2009; YOCKTENG et al., 2012). As plantas do género Passiflora
sdo amplamente cultivadas para a producdo de frutas, cosméticos e produtos
farmacolégicos e na floricultura (PEREZ, 2007; GOSMANN et al., 2011;
YOCKTENG et al., 2012).

O cultivo do maracuja azedo em escala comercial no Brasil € considerado uma
atividade recente que se desenvolveu de forma maci¢a nas quatro ultimas décadas
(MELETTI, 2011), permitindo que o pais se tornasse o principal produtor mundial
de maracuja amarelo, produzindo 703 mil toneladas em 50 mil hectares em 2016
com rendimento de 14,1 t hal. A producéo é concentrada principalmente na regido
Nordeste (70%), especialmente no estado da Bahia, que € responsavel por 48,7%
da producédo nacional (IBGE, 2018).

O cultivo é realizado principalmente pela agricultura familiar, com pomares de
3 a 5 hectares, e, devido a grande demanda por méo-de-obra nas operacoes de
cultivo, o nivel de ocupacéao é elevado, o que confere forte carater social a cultura.
Especialistas apontam que cada hectare de maracuja gera de trés a quatro
empregos diretos e ocupa de sete a oito pessoas, nos diversos elos da cadeia
produtiva (NOGUEIRA et al., 2003; MELETTI, 2011; AGRIANUAL, 2016).
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O potencial econémico do maracuja amarelo no Brasil se deve ao retorno
rapido do capital, a preferéncia dos frutos pelos mercados interno e externo, além
do aroma agradavel, elevados teores de aclUcares e de compostos como,
alcaloides, flavonoides, carotenoides e vitaminas A e C, que definem a qualidade
do suco (ZERAIK et al., 2011).

As condicdes edafoclimaticas brasileiras sao ideais para o cultivo do maracuja
amarelo em todas as regides, 0 que, associado ao aumento no consumo,
impulsionou a expansdo da passicultura para todas as macrorregides do pais
(MELETTI, 2011). No entanto, as mesmas condi¢cdes que favorecem a producao
da cultura também beneficiam os principais fitopatégenos que limitam a sua
produtividade. Com isso, o potencial produtivo da cultura, estimado em torno de 50
t hat (MELETTI et al., 2000) é reduzido atualmente a 14,1 t ha (IBGE, 2018).
Agravando ainda mais esse cenario, a vida util dos pomares reduziu-se de trés a
cinco anos a condicao anual e itinerante (ZERBINI et al., 2009; NOGUEIRA FILHO
et al., 2010a,b; CAVICHIOLI et al., 2011a,b; MELETTI et al., 2011). Em funcgé&o
disso, ao longo dos anos, tem-se observado oscilacdo na producdo nacional,
fazendo com que o pais importasse maracuja do Equador e Colémbia na forma de
suco concentrado nos anos de baixa producao, sendo observado nos anos de 2013
e 2014 (MAPA, 2016).

Doencas do maracuja azedo

Dentre os principais fitopatégenos que dificultam a producdo do maracuja
amarelo em diversas regides do pais, destacam-se: bacteriose causada por
Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae (Pereira) Dye; antracnose Colletotrichum
gloeosporioides (Penz. & Sacc.); virose do endurecimento dos frutos Cowpea
aphid-borne mosaic virus (CABMV, Potyvirus); fusariose causadas pelos fungos
Fusarium oxysporum f. sp. passifiorae e F. solani (Nectria haematococca),
verrugose Cladosporium cladosporioides e podriddo da raiz causada por
Phytophthora parasitica (sin.: P. parasitica J. F. Dastur) (FISCHER e REZENDE,
2008).



14

A utilizacdo de cultivares resistentes € considerada a melhor estratégia de
convivio em &reas com historico de tais doencas, por ndo apresentar custos
adicionais com aquisicdo de insumos e méao-de-obra. No entanto, ndo estédo
disponiveis no mercado cultivares resistentes (FREITAS et al., 2015; SANTOS et
al., 2015; FREITAS, 2016). Isso se deve a rapida expansao da cultura e acées mais
recentes de melhoramento genético, sobretudo para incorporacdo de genes de
resisténcia.

Embora o género Passiflora possua ampla variabilidade genética, a obtencao
de plantas resistentes a essas doencas entre genotipos de P. edulis é dificultada.
A variabilidade intraespecifica para o carater € muito baixa, ndo apresentando
niveis de resisténcia que possam oferecer resultados satisfatérios no controle de
doencas (JUNQUEIRA et al., 2005; SANTOS et al., 2015; FREITAS et al., 2016).

A fusariose e a virose do endurecimento dos frutos ndo possuem método de
controle curativo, ou seja, uma vez presentes no pomar, a Unica solucédo é erradicar
as plantas, o que pode levar a perdas de producao superiores a 80% de acordo
com o estadio fenologico afetado (FISCHER e REZENDE, 2008; FREITAS 2015).
O controle de tais patégenos € muito dificil, pois o0 método quimico ndo resulta em
efeitos expressivos na supressdao da doenca (ALABOUVETTE et al.,, 2009;
FISCHER et al., 2010).

Uma vez que ha menor producao e, consequentemente menor renda, o capital
do pequeno agricultor destinado a investimento diminui gradativamente. Ao se
sentir desestimulado a investir na cultura, estabelece-se um circulo vicioso, em que
a nao adocdo de certas praticas de cultivo do maracuja contribui cada vez mais

com a incidéncia de doencas e queda na producao (JESUS, 2013).

Fusariose

A murcha da fusariose, tendo como agente causal o fungo F. oxysporum f. sp.
passiflorae se destaca entre as principais doengas que acomete o maracujazeiro,
sendo uma doenga causada por patdégeno de solo cujo controle é complexo. A
doenca foi relatada pela primeira vez em 1951 na Australia (MCKNIGHT, 1951), a
partir desse ponto foi reportada afetando pomares comerciais no Brasil
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(CARVALHO e CARVALHO, 1968); Panama (ESQUIVEL e LABRADOR, 1977),
Africa do Sul (GRECH e RIJKENBERG, 1991) e Venezuela (BAUTISTA e SALAS,
1995). As informacdes ndo séo precisas quanto ao agente causal (F. solani ou F.
oxysporum). Porém registros demonstram que F. solani foi reportada em Uganda
(EMECHEBE e MUKIIBI, 1976), Suriname (POWER e VERHOEFF, 1984), Taiwan
(LIN e CHANG, 1985), Venezuela (CEDENO et al., 1990) e Zimb&abue (COLE et al.,
1992), citado por (FISCHER e REZENDE 2008). No Brasil a doenca esté presente
na maioria das regides produtoras e vem causando decréscimo da produtividade e
constantes migracfes da cultura (FISHER, 2005; FISCHER e REZENDE 2008;
BUENO et al., 2014; CARVALHO et al., 2015; PREISIGKE et al., 2015).

Por vezes, a sintomatologia das plantas acometidas pela fusariose é
confundida, a depender da espécie (F. oxysporum e F. solani); com isso, alguns
autores agrupam ambos e denominam como morte prematura, que também é
utilizado quando o agente causal é desconhecido. De modo geral, a literatura
reporta as mortes causadas por F. oxysporum f. sp. passiflorae como murcha do
maracujazeiro, murcha ou fusariose (LIBERATO, 2002; MANICOM et al, 2003;
VIANA et al., 2003; SANTOS FILHO e SANTOS, 2003), enquanto F. solani esta
relacionado a podridao do colo (LIBERATO, 2002; FISCHER et al., 2005; FISCHER
e REZENDE, 2008).

Ambas as espécies do género Fusarium vivem no solo saprofiticamente, se
alimentando de matéria organica e restos de cultura, e podem sobreviver por varios
anos por meio das estruturas de resisténcia denominadas clamidésporos (AGRIOS,
2004; BEDENDO, 2011). Esses patdgenos atacam o sistema radicular e/ou
vascular da planta, causando sua morte precocemente. O nimero de plantas pode
diminuir drasticamente, bem como o periodo produtivo dos pomares, tornando a
exploragédo econdmica inviavel em areas muito afetadas (DARIVA et al., 2015).

As espécies silvestres possuem potencial ornamental, alimenticio, medicinal
e funcionais. Também sdo de grande importdncia para 0s programas de
melhoramento genético, por possuirem genes de resisténcia &s principais doencas
ou serem utilizadas como porta-enxerto visando a producao em areas com histoérico
de morte prematura (SANTOS et al., 2012; YOCKTENG et al., 2012; FREITAS
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2015; OCAMPO et al., 2016; FREITAS et al., 2016). Existem relatos de espécies
resistentes a fusariose como P. gibertii N. E. Br., P. cincinnata Mast., P. capsularis
L., P. nitida Kunth, P. laurifolia L., P. morifolia Mast., P. foetida L. e P. alata Curtis
(RONCATTO et al., 2004; CAVICHIOLI et al., 2011b; CAVICHIOLI et al., 2011a;
YOCKTENG et al., 2012).

A penetracdo do patdgeno nas raizes esta associada a ferimentos, causados
por nematoides, implementos agricolas, fissuras de crescimento natural, danos
causados pela retracdo das particulas do solo, bem como de forma direta
(NELSON, 1981; MENDGEN et al., 1996; LIBERATO e COSTA, 2001; FISCHER e
REZENDE, 2008; ORTIZ e HOYO 2012). Ap6s penetracdo o micélio avanca intra e
intercelularmente através do cortex da raiz até os vasos do xilema, que
posteriormente é utilizado pelo patégeno para uma rapida colonizacéo. Sua difusédo
pelo xilema ocorre através de esporos, principalmente os microconidios, que sao
transportados passivamente por fluxo de massa (NELSON, 1981; MACHARDY e
BECKMAN, 1981; BISHOP, 1982). A medida que a doenca progride, o fungo pode
invadir tecidos adjacentes ao xilema, tais como o cortex e floema, causando
cancros ou fissuras externos no caule (NELSON, 1981).

Sintomatologicamente a murcha do maracujazeiro inicia-se com o0
amarelecimento das folhas jovens, murcha dos ramos ponteiros, seguido da
murcha generalizada das folhas, que permanecem ou ndo aderidas aos ramos, e
frutos verdes, quando presentes, também murcham (SANTOS FILHO e SANTOS,
2003; ORTIZ e HOYOS, 2012). O sistema vascular apresenta coloragao ferruginosa
na raiz, haste e ramos, podendo chegar a extensdo de dois metros acima da linha
do solo, tipicas do ataque de F. oxysporum f. sp. passiflorae, essa colora¢édo ocorre
em funcéo da acéo de fenol-oxidase produzida pelo patdégeno que é transportada
pela seiva (KIELY e COX, 1961; SANTOS FILHO e SANTOS, 2003; ORTIZ e
HOYOS, 2012). O processo de murcha ocorre mediante o colapso dos vasos do
xilema, devido a propria presenca fisica de estruturas do patégeno, como hifas e
esporos, além de toxinas fungicas (fumonisinas, a zearalenona, a moniliformina e

o acido fusérico) e estruturas de defesa produzidas pela planta (géis, tiloses, calose
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e proliferacéao de células do parénquima (AGRIOS, 2004; MICHEREFF et al., 2005;
FISCHER et al., 2010; ORTIZ et al., 2014).

A podridédo do colo causada por F. solani evolui das raizes para o colo, ou o
oposto. Com a evolucéo da doenca, ocorre a destruicdo dos vasos com formacao
de necrose tanto na regido do colo como nas raizes, 0 que causa 0s sintomas
reflexos de amarelecimento seguido de murcha e seca da folhagem (VIANA et al.,
2003; FISCHER e REZENDE, 2008). A doenga € conhecida por interagir com
Phytophthora, nematéides, formigas e ataques de cupins, provocando fissuras que
favorecem a penetracdo do patogeno (EMECHEBE e MUKIIBI 1976; LIN e CHANG
1985; CEDENO et al., 1990). Segundo Manicom et al. (2003), a les&o néo progride
no caule a uma altura superior a 50 cm. Como também podendo ocorrer auséncia
de descoloracao do caule (ORTIZ e HOYOS, 2012).

Nas doencas do sistema radicular, a interacdo patdégeno-hospedeiro ocorre
no solo, ambiente altamente complexo e dinamico, influenciado por varios fatores
direta e indiretamente (MAFFIA e MIZUBUTI, 2005). Desse modo, o controle
quimico € extremamente complexo e, muitas vezes, inviavel do ponto de vista
econdmico e ambiental (FISCHER et al., 2010; CAVICHIOLI et al., 2011a). A melhor
estratégia seria a utilizacdo de cultivares resistentes (FREITAS et al., 2015;
SANTOS et al., 2015; FREITAS et al., 2016), no entanto, tais cultivares ndo estédo
disponiveis no mercado. Desse modo, métodos alternativos como a enxertia estdo
sendo estudados como estratégia para producdo em areas com ocorréncia da
morte prematura (RONCATTO et al., 2004; NOGUEIRA FILHO et al, 2010a,b,c,d,;
CAVICHIOLI et al., 2011b; SANTOS et al., 2016).

A alta diversidade genética do género Passiflora permite a identificacdo de
espécies resistentes a fusariose com potencial para utilizagcdo como porta-enxerto.
P. gibertii N. E. Br., P. cincinnata Mast., P. capsularis L., P. nitida Kunth, P. laurifolia
L., P. morifolia Mast., P. foetida L. e P. alata Curtis sdo reportadas na literatura
como resistentes a morte prematura e apresentam atributos para utilizacdo como
porta-enxertos (RONCATTO et al., 2004; CAVICHIOLI et al., 2011b; CAVICHIOLI
etal., 2011a).
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HibridacGes interespecificas utilizando espécies silvestres resistentes a
fusariose configuram-se entre as principais estratégias para obtencéo de hibridos
de P. edulis resistentes a fusariose, embora estudos avaliados a viabilidade dessas
progénies e sua sobrevivéncia aos fitopatogenos em condicbes de campo sejam
escassos. Freitas et al. (2016) obtiveram hibridos a partir do cruzamento entre P.
edulis e P. muchonata e os avaliaram quanto a resisténcia ao F. solani por meio de
inoculacdo. Os autores identificaram hibridos resistentes que posteriormente
deverdo ser retrocruzados com o doador recorrente para recuperacdo das
caracteristicas da espécie comercial.

Medidas de controle biolégico utilizando Trichoderma harzianum, Trichoderma
sp. e por meio de fungicidas (oxicloreto de cobre, procloraz e tiabendazol) foram
avaliados por Fischer et al. (2010) no controle do F. solani em condi¢cdes de campo.
Os autores demonstraram que tais medidas de controle ndo séo eficientes na
supressao da podriddo-do-colo em pomares com histérico da doenca. A retomada
da producdo nessas areas € limitada em funcao da permanéncia do patégeno por
muitos anos no solo.

Estudos avaliando a supressividade de F. oxysporum por meio da utilizacéo
de residuos organicos (folhas de eucalipto, bagaco do coco babacu e casca de
mandioca), in vitro e in vivo demonstraram em condi¢des de casa de vegetacao que
a concentracdo de 60 g kg de bagaco do coco babacu e 80 g kg de casca de
mandioca foram eficientes no controle da fusariose. A utilizacdo de residuo de
eucalipto ndo suprimiu o desenvolvimento da murcha do fusario no maracujazeiro
(FERREIRA et al., 2015).

Propagacéo via enxertia

A propagacdo do maracujazeiro pode ser realizada por sementes ou
vegetativamente, por enxertia ou estaquia (SAO JOSE et al., 1994). O método de
propagacdo mais comum € via sexuada por sementes, obtidas a partir da
polinizacdo cruzada, ocorrendo o desenvolvimento de individuos distintos levando
a formacao de pomares heterogéneos (SOUSA e MELETTI, 1997). A propagacao

via enxertia vem sendo estudada como alternativa de producéo em areas afetadas
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por doencas como F. oxysporum f. sp. passiflorae e F. solani (RONCATTO et al.,
2004; CAVICHIOLI et al., 2011b; CAVICHIOLI et al., 2011a).

Ha diversos estudos relatando a enxertia do maracujazeiro durante a fase
de producdo de mudas (CAVICHIOLI et al., 2009; LENZA, et al., 2009; CORREA et
al., 2010; NOGUEIRA FILHO, 2011; RONCATTO et al., 2011; MORGADO et al.,
2015; SANTOS et al., 2016), com uso da enxertia hipocotiledonar (CAVICHIOLI et
al., 2009; NOGUEIRA FILHO, et al., 2010a; RONCATTO et al., 2011; NOGUEIRA
FILHO, et al., 2011b; SANTOS et al., 2016), convencional (LENZA et al., 2009;
CORREA et al., 2010; RONCATTO et al., 2011; MORGADO et al., 2015; LIMA et
al., 2017) e utilizando camara Uumida (CAVICHIOLI et al., 2009; CORREA et al.,
2010), porta-enxertos obtidos a partir de hibridacoes interespecificas (CHAVES et
al., 2004; PIRES et al., 2009; LIMA et al., 2017), aspectos anatdmicos da regido de
enxertia (NOGUEIRA FILHO et al., 2010c; NOGUEIRA FILHO et al., 2010d; OLIARI
et al., 2016; LIMA et al., 2017) e ainda diferentes fixadores para enxertia (SANTOS
et al., 2016). Esses estudos confirmam a eficiéncia da técnica de enxertia para a
producdo de mudas, com a recomendacdo de diversas espécies como porta-
enxertos promissores para posterior avaliacdo em campo.

Em condicbes de campo, estudando o desenvolvimento vegetativo e a
produtividade do maracujazeiro amarelo enxertado em Passiflora edulis, P. alata e
P. gibertii em &rea com histérico de morte prematura utilizando dois sistemas de
enxertia (hipocotiledonar e convencional) e um tratamento-testemunha (pé-franco
de P. edulis), Cavichioli et al. (2011a) demonstraram que as trés espécies
estudadas podem ser utilizadas como porta-enxertos, com diferentes niveis de
compatibilidade. Os autores afirmaram que plantas enxertadas em P. gibertii
apresentaram menor crescimento vegetativo, frutos com menor massa e menor
produtividade, e que a enxertia hipocotiledonar resultou em maior produtividade. Os
autores nao apresentam dados de sobrevivéncia, porém salientam que apesar do
baixo vigor essas espécies podem ser utilizadas em programas de melhoramento
genético.

Cavichioli et al. (2011b) demonstraram que plantas de P. edulis enxertadas

em P. giberti e P. alata apresentaram sobrevivéncia de 91% e 60%,
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respectivamente, em area com histérico de morte prematura, enquanto P. edulis
utilizando como porta-enxerto obteve sobrevivéncia de apenas 8,6%, evidenciando
desse modo, a resisténcia aos principais fitopatégenos de solo.

Apesar do numero de estudos, a utilizacdo de mudas enxertadas em pomares
comerciais € limitada a algumas regifes. Diversos autores associam a pequena
adocado ao menor vigor e produtividade das mudas enxertadas. Além disso, o tempo
entre a semeadura e plantio € maior, onerando a producdo das mudas e exigindo
mao-de-obra especializada na técnica (MELETTI et al., 2005, CAVICHIOLI et al.,
2011a; NOGUEIRA FILHO et al., 2011).

Inoculacdo do FOP

Os métodos de inoculacdo do Fusarium em condi¢cdes controladas sdo
necessarios para a identificacdo de fontes de resisténcia ao patégeno em curto
espaco de tempo, reduzindo os custos de avaliacdo, minimizando o efeito do
ambiente e incidéncia de outros patégenos, além de possibilitar a avaliacdo de
diversos genotipos simultaneamente. No entanto, até o momento, nao foi
efetivamente descoberta uma técnica totalmente confiavel de inoculacdo que
expresse toda patogenecidade em ambiente controlado. Varios estudos de
inoculacdo de Fusarium tém sido realizados com a cultura do maracujazeiro em
ambiente controlado (FISCHER et al., 2005; FISCHER et al., 2010; BUENO et al.
2010; DARIVA, 2011; SILVA et al., 2011; FLORES et al., 2012; SILVA et al., 2013;
FLORES e BRUCKNER, 2014), no entanto as pesquisas ndo tem apresentado
resultados consistentes e aplicaveis, que propicie total acuracia para avaliagdo do
comportamento de genadtipos sob condi¢des controladas.

Observacdo em campo tem demonstrado que plantas cultivadas em area com
historico de fusariose manifestam sintomas de forma acentuada quando
submetidas a baixa disponibilidade hidrica, seguido de periodo chuvoso e posterior
restricdo hidrica. Essas observac¢des sdo pertinentes para aplicacdo em condi¢ées
controladas, pois as plantas inoculadas e submetidas a restricdo hidrica poderéo
se comportar como as plantas produzidas em campo, manifestando sintomas de

murcha ap0s restricdo hidrica e rehidratacao.
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Caracterizacao anatbmica

A caracterizagao anatomica possibilita identificar estruturas constitutivas que
estdo associadas a penetracdo do patdgeno, seja por meio de barreiras ja
existentes na planta (constitutivas), como parede celular, tricomas, estdbmatos e
compostos fendlicos, ou por meio de estruturas e substancias pré-formadas, a
exemplo de tiloses, saponinas e glicosideos cianogénios. Apds penetracado e/ou
reconhecimento do patdgeno a resisténcia pode-se ainda dar-se através de
interacbes bioquimicas, mediante sintese de enzimas, espécies reativas de
oxigénio, proteinas relacionadas a fitopatogenicidade e fitoalexinas (LO et al.,
2008).

Os estudos que buscam identificar os mecanismos histopatoldgicos ou
histoquimicos associados a interacdo patdgeno-hospedeiro no género Passiflora
Sao escassos e pouco conclusivos (ORTIZ et al., 2014; FORERO et al., 2015). No
entanto, varios estudos realizados com outras culturas tém demostrado a
importancia dessa linha de pesquisa na compreensdo de patossistemas,
identificando mecanismos de resisténcias e distincdo entre espécies resistentes e
suscetiveis que sao fundamentais para o desenvolvimento de cultivares resistentes
(OLIVAIN e ALABOUVETTE, 1999; FERREIRA et al., 2007; KNIGHT e
SUTHERLAND, 2011; LI et al.,, 2011; COVARELLI et al.,, 2012; KNIGHT e
SUTHERLAND, 2013).

Dentre as espécies do género Passiflora, alguns acessos das espécies P.
gibertii, P. alata, P. nitida e P. setacea sdo descritos como resistentes a fusariose
(RONCATTO, et al., 2004; CAVICHIOLI et al. 2011a; CAVICHIOLI et al. 2011b).
Porém, ndo se sabe quais estruturas ou interacées bioquimicas estdo presentes
nestas espécies e que lhes conferem resisténcia ao Fop. Dessa forma, ha caréncias
de estudos que elucidem as diferengas anatbmicas em resposta a infec¢éo do Fop,
buscando reconhecer provaveis mecanismos de defesa ou estruturas constitutivas

presentes em espécies potencialmente resistentes.



22

REFERENCIAS

AGRIANUAL. Maracuja Irrigado - Custo de Producdo de 2015. Informe
econdmico FNP, S&o Paulo, 2016. Disponivel em: <http://www.agrianual.com.br/>.
Acesso em: 17 de junho de 2016.

AGRIOS, G. N. Diseases caused by fungal-like organisms. In: AGRIOS, G. N.
Plant Pathology. 5 ed. S&o Paulo: Elsevier Academic Press, 2004. p. 404-414.

ALABOUVETTE, C.; OLIVAIN, C.; MIGHELI, Q.; STEINBERG, C. Microbiological
control of soil-borne phytopathogenic fungi with special emphasis on wilt-inducing
Fusarium oxysporum. New Phytologist, v. 184, n. 3, p. 529-544, 2009.

BAUTISTA, D.; SALAS, A. Crescimento vegetativo, reprodutivo y rendimentos de
la parchita conducida em emparrado. Agronomia Tropical, v. 45, p. 331-345, 1995.

BEDENDO, I.; AMORIM, L. Ambiente e Doenca. In. AMORIM, L.; REZENDE,
J.A.M.; BERGAMIN FILHO, A. (Ed.). Manual de Fitopatologia: Principios e
conceitos. Piracicaba: Agrondmica Ceres, 2011. Cap. 7, p. 133-148.

BERNACCI, L. C.; SOARES SCOTT, M. D.; JUNQUEIRA, N. T. V.; PASSOS, |. R.
S.; MELETTI, L. M. M. Passiflora edulis SIMS: the correct taxonomic way to cite the
yellow passion fruit (and of others colors). Revista Brasileira de Fruticultura. v.
30, n. 2, p. 566- 576, 2008.

BISHOP, C. D.; COOPER, R. M. An ultrastructural study of vascular colonization in
three vascular wilt diseases I. Colonization of susceptible cultivars. Physiological
Plant Pathology, v. 23, n. 3, p. 323-343, 1982.

BUENO, C. J.; FISCHER, I. H.; PARISI, M. C. M.; FURTADQO, E. L. Comportamento
do maracujazeiro amarelo, variedade afruvec, ante uma populacdo de Fusarium
solani, agente causal da podridédo do colo. Arquivo do Instituto Bioldgico, v. 77,
n. 3, p. 533-537, 2010.

BUENO, C. J.; FISCHER, I. H.; ROSAC, D. D.; FIRMINOD, A. C.; HARAKAVAE,
R.; OLIVEIRA, C. M. G.; FURTADO, E. L. Fusarium solani f. sp. passiflorae: a new



23

forma specialis causing collar rot in yellow passion fruit. Plant Pathology, v. 63, n.
2, p. 382-389, 2014.

CARVALHO, A. B.; COELHO, V. J.; ARAUJO, K. L.; SIQUEIRA, K. A.; NEVES, S.
M. A. S.; SOARES, M. A.; NEVES, L. G. Genetic variability of Fusarium solani and
Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae isolates from Pantanal, Amazon and Cerrado
biomes of Mato Grosso, Brazil. African Journal of Agricultural Research, v. 10,
n. 53, p. 4990-4997, 2015.

CARVALHO, A. M. B.; CARVALHO, A. M. Nota preliminar sobre a ocorréncia de
Fusarium sp. em plantas de maracuja, no Estado de S&o Paulo. Ciéncia e Cultura
v. 20, n. 2, p. 265-266, 1968.

CAVICHIOLI, J. C.; CORREA, L. C.; BOLIANI, A. C.; OLIVEIRA, J. C. de. Uso de
camara umida em enxertia hipocotiledonar de maracujazeiro-amarelo sobre trés

porta-enxertos. Revista Brasileira de Fruticultura. v. 31, n; 2, p. 532-538, 2009.

CAVICHIOLI, J. C.; CORREA, L. de S.; BOLIANI, A. C.; SANTOS, P. C. dos.
Desenvolvimento e produtividade do maracujazeiro-amarelo enxertado em trés

porta-enxertos. Revista Brasileira de Fruticultura, v. 33, n. 2, p. 558-566, 2011a.

CAVICHIOLLI, J. C.; CORREA, L. de S.; GARCIA, M. J. de M.; FISCHER, I. H.
Desenvolvimento, produtividade e sobrevivéncia de maracujazeiro-amarelo
enxertado e cultivado em area com historico de morte prematura de plantas.
Revista Brasileira de Fruticultura, v. 33, n. 2, p. 567-574, 2011b.

CEDENO, L.; PRU, E. L. P.; MARQUES, N. J.; TAVIRA, M. E. Nectria
haematococca, agente causal de la muerte repentina de la parchita em Venezuela.

Fitopatologia Venezolana. v. 3, p. 15-18, 1990.

CHAVES, R. C.; JUNQUEIRA, N. T. V.; MANICA, |.; PEIXOTO, J. R.; PEREIRA, A.
V.; FREITAS FIALHO, J. de. Enxertia de maracujazeiro-azedo em estacas
herbaceas enraizadas de espécies de passifloras nativas. Revista Brasileira de
Fruticultura. v. 26, n. 1, p. 120-123, 2004.



24

COLE, D. L.; HEDGES, R.; NDOWORA, T. A wilt of passion fruit (Passiflora edulisf.
edulis Sims) caused by Fusarium solani and Phytophthora nicotianae var.

nicotianae. Tropical Pest Management v. 38, n. 4, p. 362-366, 1992.

CORREA, L. de S.; CAVICHIOLI, J. C.: OLIVEIRA, J. C. de; BOLIANI, A. C. Uso de
camara Umida em enxertia convencional de maracujazeiro-amarelo sobre trés

porta-enxertos. Revista Brasileira de Fruticultura. v. 32, n. 2, p. 591-598, 2010.

COVARELLI, L.; BECCARI, G.; STEED, A.; NICHOLSON, P. Colonization of soft
wheat following infection of the stem base by Fusarium culmorum and translocation
of deoxynivalenol to the head. Plant Pathology, v.61, p.1121-1129, 2012.

DARIVA, J. M.; XAVIER, A. A.; COSTA, M. R.; RIBEIRO, R. C. F.; SOUSA, T. V.
Variabilidade genética de isolados de Fusarium solani e Fusarium oxysporum f. sp.
passiflorae associados ao maracujazeiro. Revista Brasileira de Fruticultura, v.
37,n. 2, p. 377-386, 2015.

EMECHEBE, A. M.; MUKIIBI, J. Nectria collar and root rot of passion fruit in Uganda.
Plant Disease Reporter. v. 60, p. 227-231, 1976.

ESQUIVEL, E. A.; LABRADOR, E. Cultivo del Maracuya, Chiriqui, Panama, 44p.
1977.

FERREIRA, R. B.; MONTEIRO, S. A. R. A.; FREITAS, R.; SANTOS, C. N.; CHEN,
Z.; BATISTA, L. M.; DIARTE, J.; BORGES, A.; TEIXEIRA, A. R. The role of plant
defence proteins in fungal pathogenesis. Molecular Plant Pathology, v.8, p.677-
700, 2007.

FERREIRA, R. B.; RODRIGUES, A. A. C.; MORAES, F. H. R.; CANDIDO, E. K.; DE
OLIVEIRA NASCIMENTO, I. Residuos Organicos no Controle de Fusarium
Oxysporum f. sp. Passiflorae em Maracujazeiro Amarelo. Acta Bioldgica
Colombiana, v. 20, n. 3, p. 1-11, 2015.

FISCHER I. H.; LOURENCO, A. S.; MARTINS, M. C.; KIMATI, H.; AMORIM, L.

Selecéo de plantas resistentes e de fungicidas para o controle da podridao do colo



25

do maracujazeiro causada por Nectria haematococca. Fitopatologia Brasileira. v.
30, n. 3, p. 250-258, 2005.

FISCHER, I. H.; ALMEIDA A. de; FILETI, M.; BERTANI, R. M. de A.; ARRUDA, M.
C. de; BUENO, C. J. Avaliacéo de Passifloraceas, fungicidas, e Trichoderma para
0 Manejo da Podriddo do Colo do Maracujazeiro, causada por Nectria

haematococca. Revista Brasileira de Fruticultura, v. 32, n. 3, p. 709-717, 2010.

FISCHER, I. H.; REZENDE, J. A. M. Diseases of passion flower (Passiflora spp.).
Pest technology, v. 2, n. 1, p. 1-19, 2008.

FLORES, P. S.; BRUCKNERII, C. H. Raios gama na sobrevivéncia de plantas de
maracujazeiro amarelo inoculadas com Fusarium oxysporum f sp. passiflorae.
Ciéncia Rural, v. 44, n. 4, p. 639-644, 2014.

FLORES, P. S.; OTONI, W. C.; DHINGRA, O. D.; DINIZ, S. P. de S.; SANTOS, T.
M. DOS; BRUCKNER, C. H. In vitro selection of yellow passion fruit genotypes for
resistance to Fusarium vascular wilt. Plant Cell Tiss Organ Cult v. 108, n. 1, p. 37-
45, 2012.

FORERO, R.; ORTIZ, E.; de LEON, W.; GOMEZ, J. C.; HOYOS-CARVAJAL, L.
Andlisis de la resistencia a Fusarium oxysporum en plantas de Passiflora maliformis
L. Revista Colombiana de Ciencias Horticolas, v.9, p.197-208. 2016.

FREITAS, J. C. O.; PIO VIANA, A.; SANTOS, E. A.; PAIVA, C. L.; SILVA, F. H.
LIMA; AMARAL JUNIOR, A. T. do; SOUZA, M. M.; DIAS, V. M. Resistance to
Fusarium solani and characterization of hybrids from the cross between P.
mucronata and P. edulis. Euphytica, v. 208, n. 3, p. 493-507, 2016.

FREITAS, J. C. O.; PIO VIANA, A.; SANTOS, E. A.; SILVA, F. H. L.; PAIVA, C. L;
RODRUGUES, R.; SOUZA, M. M.; EIRAS, M. Genetic basis of the resistance of a
passion fruit segregant population to Cowpea aphid-borne mosaic virus (CABMV).
Tropical Plant Pathology. v. 40, n. 5, p. 291-297, 2015.

GANGA, R. M. D.; RUGGIERO, C.; LEMOS, E. G. de M.; GRILI, G. V. G,
GONCALVES, M. M.; CHADAS, E. A.; WICKERT, E. Diversidade genética em



26

maracujazeiro-amarelo utilizando marcadores moleculares FAFLP. Revista
Brasileira de Fruticultura. v. 26, n. 3, p. 494-498, 2004.

GOSMANN, G.; PROVENSI, G.; COMUNELLO, L. N.; RATES, S. M. K
Composicdo quimica e aspectos farmacologicos de espécies de Passiflora L.

(Passifloraceae). Revista Brasileira de Biociéncias. v. 9, n.1, p. 88-99, 2011.

GRECH, N. M.; RIJKENBERG, F. H. J. Laboratory and field evaluation of the
performance of Passiflora caerulia as a rootstock tolerant to certain fungal

pathogens. Journal of Horticultural Science, v. 66, p. 725-729, 1991.

IBGE - Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica. Levantamento da producao
nacional de maracuja no ano de 2016. Disponivel em:
<https://sidra.ibge.gov.br/Tabela/1613>. Acesso em: 15 de novembro de 2017.

JESUS, O. N. de; MACHADO, C. de F.; SOARES, T. L.; JUNGHANS, T. G,
OLIVEIRA, E. J.; FALEIRO, F. G. F. Recursos genéticos de Passiflora na
Embrapa Mandioca e Fruticultura. In. CARRANZO, C.; OCAMPO, J. Congresso

latino-americano de passifloras. Neiva, Huila, Colombia, 2013.

JUNQUEIRA, N. T. V.; BRAGA, M. F.; FALEIRO, F. G.; PEIXOTO, J. R
BERNACCI, L. C. Potencial de espécies silvestres de maracujazeiro como
fonte de resisténcia a doencas. Maracuja: Germoplasma e melhoramento
genético, 79-108, 2005.

KIELY, T.B.; COX, J. E. Fusarium wilt disease of passion vines. The Agricultural
Gazette of New South Wales v. 72, p. 275-276, 1961.

KNIGHT, N. L.; SUTHERLAND, M. W. A rapid differential staining technique for
Fusarium pseudograminearum in cereal tissues during crown rot Infections. Plant
Pathology, v.60, p.1140-1143, 2011.

KNIGHT, N. L.; SUTHERLAND, M. W. Histopathological assessment of wheat
seedling tissues infected by Fusarium pseudograminearum. Plant Pathology, v.62,
p.6679-687, 2013.



27

LENZA, J. B.; VALENTE, J. P.; RONCATTO, G.; ABREU, J. A. de. Desenvolvimento
de mudas de maracujazeiro propagadas por enxertia. Revista Brasileira de
Fruticultura. v.31, n.4, p.1.135-1.140, 2009.

LI, W. M.; QIAN, C. M.; MO, Y. W.; HU, Y. L.; XIE, J. H. Tolerance of banana for
fusarium wilt is associated with early H202 accumulation in the roots. African
Journal of Biotechnology, v.10, p.11378-11387. 2011.

LIBERATO, J. C.; COSTA, H. Doencas Fungicas, Bacterianas e Fitonematoides. In:
BRUCKNER, C. H.; PICANCO, M.C. Maracuja — Tecnologia de producéo, pés
colheita, agroindustria, mercado. Porto Alegre: Ed. Cinco Continentes, 2001.
472p.

LIBERATO, J. R. Controle das doencas causadas por fungos, bactérias e
nematoides em maracujazeiro. In: ZAMBOLIM, L.; VALE, F. X. R. DO; MONTEIRO,
J. A.; COSTA, H. Controle de doencas de plantas: Fruteiras. Vicosa: UFV, 2002.
p. 699-825.

LIMA, L. K. S.; SOARES, T. L.; de SOUZA, E. H.; de JESUS, O. N.; GIRARDI, E.
A. Initial vegetative growth and graft region anatomy of yellow passion fruit on

Passiflora spp. rootstocks. Scientia Horticulturae, v.215, p.134-141, 2017.

LIN, Y. S.; CHANG, H. J. Collar rot of passion fruit possibly caused by Nectria
haematococca in Taiwan. In: PARKER. C. A.; ROVIRA, A. D.; MOORE, K.J;
WONG, P. T. W.; KOLLMORGEN, J. F. (Eds) Ecology and Management of
Soilborne Plant Pathogens, APS Press, St Paul, Minnesota, p. 41-45. 1985.

LO, S. C.; Compostos fendlicos e a importancia nas doengas em plantas. In.
PASCHOLATI, S. F.; LEITE, B.; STANGARLIN, J. R.; CIA, P (org.) Interacéo
Planta-patégeno: Fisiologia Bioquimica e Biologia Molecular. Piracicaba:
FEALQ, 2008. 627p.

MACHARDY, W.; BECKMAN, C. H. Vascular Wilt Fusaria: Infection and
pathogenesis. In: NELSON, P. E.; TOUSSOUN, T. A.; COOK, R. J. (Ed.) Fusarium:
Diseases, Biology and Taxonomy. Pennsylvania: Pennsylvania State University
Press, p. 365-369. 1981.



28

MAFFIA, L. A.; MIZUBUTI, E. S. G. Epidemiologia de doencas radiculares. In:
MICHEREFF, S. J.; ANDRADE, D. E. G. T.; MENEZES, M. Ecologia e Manejo de
Patdgenos Radiculares em Solos Tropicais. Recife: UFRPE, Imprensa
Univertaria, p.125-148. 2005.

MANICOM, B. Q. RUGGIERO, C.; PLOETZ, RANDY C.; GOES, A. de. Diseases of
passion fruit. In: PLOETZ, R.C. (Ed.) Diseases of tropical fruit crop. Wallingford:
CABI Publishing, 2003. p. 413-441, 2003.

MAPA, Ministério da Agricultura Abastecimento e Pecuaria, Registro Nacional de
Cultivar. Disponivel em <http://extranet.agricultura.gov.br/php/snpc/cultivarweb

/cultivares_registradas.php>. Acesso em 25 de maio de 2016.

MCKNIGHT, T. A. Wilt disease of the passion vine (Passiflora edulis) caused by a
species of Fusarium. Queensland Journal of Agricultural Society v. 8, p. 1-4,
1951.

MELETTI, L. M. M. Avancos na cultura do maracuja no brasil. Revista Brasileira
de Fruticultura. v. 33, n. SPE, p. 83-91, 2011.

MELETTI, L. M. M.; SANTOS, R. R. dos; MINAM, K. Melhoramento do
maracujazeiro-amarelo: obtengao do cultivar ‘composto IAC-27. Scientia Agricola,
v. 57, n. 3, p. 491- 498, 2000.

MENDGEN, K.; HAHN, M.; DEISING, H. Morphogenesis and mechanisms of
penetration by plant pathogenic fungi. Annual Review of Phytopathology, v. 34,
p. 364-386, 1996.

MICHEREFF, S. J.; ANDRADE, D. E. G. T.; MENEZES, M. Ecologia e manejo de
patégenos radiculares em solos tropicais. UFRPE, Recife, Imprensa
Universitaria, 2005. 398 p.

MORGADO, M. A. D.; BRUCKNER, C. H.; ROSADO, L. D. S.; SANTOS, C. E. M.
dos. Desenvolvimento de mudas de maracujazeiro-azedo enxertadas em espécies
silvestres de Passiflora. Revista Brasileira de Fruticultura. v. 37, n. 2, p. 471- 479,
2015.



29

NELSON, P. E. Life cycle and epidemiology of Fusaium oxysporum. In: MACE,
M. E.; BELL, A. A. BECKMAN, C. H. (Eds) Fungal Wilt Plants of Disease, Academic
Press, New York, p. 51- 80, 1981.

NOGUEIRA FILHO, G. C.; RONCATTO, G. R.; RUGGIERO, C.; OLIVEIRA, J. C,;
MALHEIRQOS, E. B. Desenvolvimento e producédo das plantas de maracujazeiro-
amarelo produzidas por enxertia hipocotiledonar sobre seis porta-enxertos. Revista
Brasileira de Fruticultura, v. 32, n. 2, p. 535-543, 2010a.

NOGUEIRA FILHO, G. C.; RONCATTO, G. R.; RUGGIERO, C.; OLIVEIRA, J. C.
de; MALHEIROS, E. B. Producdo de mudas de maracujazeiro-amarelo por enxertia
hipocotiledonar sobre sete espécies de passifloras. Revista Brasileira de
Fruticultura. v. 33, n. 1, p. 237-245, 2011.

NOGUEIRA FILHO, G. C.; RONCATTO, G.; RUGGIERO, C.; OLIVEIR, J.C.de;
MALHEIROS, E.B. Estudo da enxertia hipocotiledonar do maracujazeiro-amarelo
sobre dois porta-enxertos, através de microscopia eletronica de varredura. Revista
Brasileira de Fruticultura. v. 32, n. 2, p. 647-652, 2010c.

NOGUEIRA FILHO, G. C.; RONCATTO, G.; RUGGIERO, C.; OLIVEIRA, J. C. de.
MALHEIROS, E. B. Desenvolvimento de plantas de maracujazeiro-amarelo
produzidas por enxertia hipocotiledonar em cinco porta-enxertos de passifloras
silvestres. Revista Brasileira de Fruticultura, v. 32, n. 2, p. 527-534, 2010b.

NOGUEIRA FILHO, G.C.; RONCATTO, G.; RUGGIERO, C.; OLIVEIRA, J.C.de;
MALHEIROS, E.B.; DAMIAO FILHO, C.F. Aspectos histoldgicos da unido da
enxertia hipocotiledonar do maracujazeiro-amarelo. Revista Brasileira de
Fruticultura, v. 32, n. 2, p. 515-521, 2010d.

NOGUEIRA, E. A.; MELLO, N. T. C. de; RIGHETT, P. R.; SANNAZZARO, A. M.
(2003). Producédo integrada de frutas: a inser¢do do maracuja paulista.
Disponivel em:  <http://www.iea.sp.gov.br/out/verTexto.php?codTexto=892>.
Acesso em: 30 de maio de 2016.



30

OCAMPO, J.; ARIAS, J. C.; URREA, R. Interspecific hybridization between
cultivated and wild species of the genus Passiflora L. Euphytica. v. 209, p. 395-
408, 2016.

OLIARI, L. S.; GILES, J. A. D.; MAYRINCK, L. G.; OLIVEIRA, J. P. B.; LOPES, J.
C.; OTONI, W. C., ALEXANDRE, R. S. Mini-grafting of adult 'Passiflora edulis’ Sims
f. 'flavicarpa’ Deg. scions onto vegetatively propagated adult rootstocks of 'P.
mucronata' Lam. Australian Journal of Crop Science, v. 10, n. 4, p. 490-496,
2016.

OLIVAIN, C.; ALABOUVETTE, C. Process of tomato root colonization by a
pathogenic strain of Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici in comparison with a non-
pathogenic strain. New Phytologist, v. 141, p. 497-510, 1999.

OLIVEIRA, E. J. de. SOARES, T. L.; BARBOSA, C. de J. SANTOS-FILHO, H. P,;
JESUS, O. N. de. Severidade de doencas em maracujazeiro para identificacao de
fontes de resisténcia em condicGes de campo. Revista Brasileira de Fruticultura,
v. 35, n. 2, p. 485-492, 2013.

ORTIZ, E. C.; HOYOS, L. M. C. Descripcién de la sintomatologia asociada a
fusariosis y comparacion con otras enfermedades en gulupa (Passiflora edulis
Sims.) en la region del Sumapaz (Colombia). Revista Colombiana de Ciencias
Horticolas. v. 6, n. 1, p. 110-116, 2012.

ORTIZ, E.; CRUZ, M.; MELGAREJO, L. M.; MARQUINEZ, X.; HOYOS-CARVAJAL,
L. Histopathological features of infections caused by Fusarium oxysporum and F.
solani in purple passionfruit plants (Passiflora edulis Sims). Summa
Phytopathologica, v. 40, n. 2, p. 134-140. 2014.

PEREZ, J. O.; DEECKENBRUGGE, G. C.; RESTREPO, M.; JARVIS, A;
SALAZAR, M.; CAETANO, C. Diversity of Colombian Passifloraceae: biogeography

and an updated list for conservation. Biota Colombiana, v. 8, n. 1, p. 1-45, 2007.

PIRES, M. de C.; YAMANISHI, O. K.; PEIXOTO, J. R.; JUNQUEIRA, N. T. V,;
SOUSA, M. A. de F. Enxertia de progénies de maracujazeiro-roxo australiano em

espécies nativas. Revista Brasileira de Fruticultura. v. 31, n. 3, p. 823-830, 2009.



31

POWER R. H.; VERHOEFF, K. Dieback of passion fruit in Surinam.
Hytopathologische Zeitschrift. v. 110, p. 336-345, 1984.

PREISIGKE, S. da; MARTINI, F. V.; ROSSI, A. A. B.; SERAFIM, M. E.; BARELLI,
M. A. A.; LUZ, P. B. da; ARAUJO, K. L.; NEVES, L. G. Genetic variability of
Passiflora spp. against collar rot disease. Australian Journal of Crop Science, v.
9,n.1, p. 69-74, 2015.

RONCATTO, G.; ASSIS, G. M. L. de; OLIVEIRA, T. K. de; LESSA, L. S. Aspectos
vegetativos de combinacbes copa/porta-enxerto em maracujazeiro. Revista
Brasileira de Fruticultura. v. 33, n. 3, p. 791-797, 2011.

RONCATTO, G.; OLIVEIRA, J.C. de; RUGIERO, C.; NOGUEIRA FILHO, G.C,;
CENTURION, M. A. P. da C.; FERREIRA, F. R. Comportamento de maracujazeiros
(Passiflora spp.) quanto a morte prematura. Revista Brasileira de Fruticultura, v.
26, n. 3, p. 552-554, 2004.

SANTOS FILHO, H, P.; SANTOS, C. C. F. dos. In: SANTOS FILHO, H, P,
JUNQUEIRA, N. T.V. Maracujé: Fitossanidade. Brasilia-DF. Embrapa Informacao
Tecnologica, 2003, p. 12-21.

SANTOS, C. H. B.; CRUZ NETO, A. J.; SOARES, T. L.; OLIVEIRAI, E. J. de;
JESUS, O. N. de; GIRARDI, E. A. Porta-enxertos e fixadores de enxerto para
enxertia hipocotiledonar de maracujazeiro azedo. Ciéncia Rural, v. 46, n. 1, p. 30-
35, 2016.

SANTOS, E. A.; PIO VIANA, A.; FREITAS, J. C. de O.; RODRIGUES, D. L
TAVARES, R. F.; PAIVA, C. L.; SOUZA, M. M. Genotype selection by REML/BLUP
methodology in a segregating population from an interspecific Passiflora spp.
crossing. Euphytica. v. 204, n. 1, p. 1-11, 2015.

SANTOS, E. A.; SOUZA, M. M.; ABREU, P. P.; CONCEICAO, L. D. H. C. S. da;
ARAUJO, I. S.; PIO VIANA, A.; ALMENIDA, A. F. de; FREITAS, J. C. de.
Confirmation and characterization of interspecific hybrids of Passiflora L.
(Passifloraceae) for ornamental use. Euphytica, v. 184, n. 3, p. 389-399, 2012.



32

SAO JOSE, A. R.; SOUZA, I. V.; DUARTE FILHO, J.; LEITE, M. J. Formag&o de
mudas de maracujazeiros. In: SAO JOSE, A. R. Maracuja: produc&o e mercado.
Vitéria da Conquista: UESB, 1994. p. 41-48.

SILVA, A. dos S.; OLIVEIRA, E. J. de; HADDAD, F.; LARANJEIRA, F. F.; JESUS,
O. N. de; OLIVEIRA, S. A. S. de; COSTA, M. A. P. de C.; FREITAS, J. P. X. de.
Identification of passion fruit genotypes resistant to Fusarium oxysporum f. sp.
Passiflorae. Tropical Plant Pathology, v. 38, n. 3, p. 236-242, 2013.

SILVA, A. dos S.; OLIVEIRA, E. J. de; LARANJEIRA, F. F.; JESUS, O. N. de.
Selecdo de metodologias para inoculacdo da fusariose do maracujazeiro
causada por Fusarium oxysporum f. sp. Passiflorae. Cruz das Almas: Embrapa

Mandioca e Fruticultura, 2011. 20p. (Boletim de Pesquisa e Desenvolvimento, 51).

SOUSA, J. S. I.; MELETTI, L. M. M.; Maracuja: espécies, variedades, cultivo.
Piracicaba: FEALQ, 1997. 179p.

ULMER, T.; MACDOUGAL, J. M. Passiflora: Passionflowers of the World. 276p.
2004.

VIANA, F. M. P.; FREIRE, F. das C. O.; CARDOSO, J. E.; VIDAL, J. C. Principais
Doencas do Maracujazeiro na Regido Nordeste e seu Controle. Comunicado
Técnico 86, Embrapa, Fortaleza — CE, 2003.

YOCKTENG, R.; DDEECKENBRUGGE, G. C.; SOUZA-CHIES, T. T. Passiflora. In:
WILKINS, R. Wild Crop Relatives: Genomic and Breeding Resources. Tropical
and Subtropical Fruits. Edited by C. Kole. Heidelberg, Germany: Springer (2012),
256p.

ZERAIK, M. L.; PEREIRA, C. A. M,; ZUIN, V. G.; YARIWAKE, J. H. Maracuja: um
alimento funcional? Brazilian Journal of Pharmacognosy. v. 20, n. 3, p. 459-471,
2011.

ZERBINI, F. M.; OTONI, W. C.; VIEIRA, M. L. C. Passionfruit. In. Transgenic
Tropical and Subtropical Fruits and Nuts Published Online: 15 APR 2009.



ARTIGO 1

Initial vegetative growth and graft region anatomy of yellow

passionfruit on Passiflora spp. rootstocks

33



34

Initial vegetative growth and graft region anatomy of yellow passion fruit on

Passiflora spp. rootstocks

Lucas Kennedy Silva Lima &, Taliane Leila Soares °, Everton Hilo de Souza®,

Onildo Nunes de Jesus ®*, Eduardo Augusto Girardi®

a Center of Agricultural, Environmental and Biological Sciences, Federal University of Reconcavo da Bahia,
Cruz das Almas, BA, 44380-000, Brazil

b Embrapa Cassava and Fruits, Cruz das Almas, BA, 44380-000, Brazil.

E-mail addresses: lucasl8kennedy@gmail.com (L.K.S Lima), talialeila@gmail.com (T.L. Soares),
hilosouza@gmail.com (E.H. Souza), onildo.nunes@embrapa.br (O.N. Jesus), eduardo.girardi@embrapa.br
(E.A. Girardi)

* Corresponding author. Fax: +55 75 3312-8052; e-mail: onildo.nunes@embrapa.br

ABSTRACT

The grafting of the yellow passion fruit onto wild species tolerant to Fusarium spp.
is an alternative practice for this disease control. High vigor and tissue compatibility
between the scion and the rootstock are critical for the production of grafted
passiflora nursery trees. The initial plant growth and histological aspects of the graft
union were evaluated on two Passiflora edulis genotypes grafted onto P. edulis, P.
gibertii, P. alata, P. nitida and backcross BC1 [(P. edulis x P. cincinnata) x P. edulis].
Plant survival was high (~90%) up to 60 days after grafting, regardless of the scion
neither the rootstock, and in relation to the respective non-grafted seedlings. P.
gibertii resulted in higher plant emergence after P. edulis, higher growth of seedling
rootstocks and induced higher length of the P. edulis graft. The complete union
between tissues was observed in P. edulis grafted onto P. edulis, P. gibertiiand BC1
60 days after grafting. On the other hand, a discrete structural disorganization with
incomplete adhesion and phenolic compounds accumulation were verified in the
connection of P. edulis onto P. nitida and P. alata, suggesting partial graft
incompatibility, even though grafted plants growth was restored. All evaluated
genotypes have potential of use as rootstock of the yellow passion fruit. The graft

connection may be enhanced on hybrid rootstocks of P. edulis with wild species.

Keywords: Passiflora spp.; graft compatibility; histology; nursery tree production;
rootstock.



35

1. Introduction

The passion fruit vine is well adapted to Brazilian edaphoclimatic conditions
and is one of the main sources of income for family farmers in some regions of the
country. Brazil is the world’s leading producer of yellow passion fruit, with output in
2014 of 823 thousand metric tons from 57 thousand hectares (yield of 14.48 t ha™?).
Cultivation is concentrated in the Northeast region, especially the state of Bahia,
responsible for 46% of national production (IBGE, 2015).

However, the useful lifetime and economic feasibility of passion fruit orchards
have been declining in recent years due to phytosanitary problems, in particular root
system diseases, such as fusarium wilt and collar rot, caused respectively by the
fungi Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae and F. solani (Bueno et al., 2014,
Carvalho et al., 2015; Preisigke et al., 2015). Because it is a vascular disease, there
are no efficient methods to control fusarium wilt, so the main countermeasures are
preventive (Karim et al., 2013).

One of the ways to reduce the effects of fusarium wilt is to use resistant
rootstocks (Santos et al., 2016). Various wild species have been studied as potential
rootstocks for grafting of yellow passion fruit due to these species’ resistance to
fusarium wilt, among them P. gibertii N. E. Br., P. alata Curtis, P. cincinnata Mast.,
P. capsularis L., P. nitida Kunth, P. laurifolia L., P. morifolia Mast. and P. foetida L.
(Roncatto et al., 2004, Silva et al., 2013).

The use of grafted nursery plants is not widespread in commercial passion fruit
orchards because of the higher cost of producing these plants, the longer time for
their formation, low graft success and reduced vigor inherent to the rootstock
utilized. Therefore, further studies are necessary to improve this technique
(Nogueira Filho et al., 2010a; Morgado et al., 2015).

The decline in vigor of yellow passion fruit scions when grafted on some
Passiflora species can be associated with differences in the stem diameter between
scion and rootstock, and distinct anatomical characteristics in the graft region,
hindering the connection between the vascular tissues (Gainza et al., 2015;
Morgado et al., 2015). The compatibility between scion and rootstock can be

assessed by morphoagronomic studies and histological analysis, although
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anatomical studies of the graft region are rare for passion fruit vines (Nogueira Filho
et al., 2010a; Nogueira Filho et al., 2010Db) in relation to other fruit crops (Aloni et al.,
2008; Pina et al., 2012; Cookson et al., 2013; Trinchera et al., 2013).

Because of this dearth of studies, we evaluated the initial vegetative growth
and histological aspects of the graft region of yellow passion fruit grafted on five

Passiflora spp. rootstocks.

2. Material and methods

2.1. Description of the experiment

The experiment was conducted in a greenhouse with transparent plastic film
cover, located in Cruz das Almas, Bahia (12° 39' 25" S, 39° 07' 27" W, 222 m) from
July 2014 to January 2015. The temperature in the greenhouse was maintained at
28 °C = 2 and an automatic sprayer was activated any time the relative air humidity
fell below 45%. Seeds stored for three months in a cold chamber (10 °C £ 2, RH =
50%) were sown in plastic trays, and 55 days later the plantlets were transplanted
to polyethylene bags (22 x 12 cm). The substrate consisted of a mixture of coconut
fiber, decomposed pine bark, vermiculite and vegetable soil (2:1:1:2, v:v; pH in water
5.8; P 232 mg d3; K 2.15; Ca 10.28; Mg 3.68; Al 0.0; Na 0.65; H + Al 3.74; SB 16.77;
CTC 20.51 cmolc dm3; V % 82; MO 108.0 g kg*;Cu 0.46; Fe 69.93; Zn 16.24; Mn
82.45 mg dm3; water retention of 29.6, 24.6, 21.1, 16.7 and 15.8% for, respectively,
0.1, 0.3, 1.0, 3.0 and 15.0 atm).

Foliar fertilization was performed weekly, starting 30 days after transplantation,
using 1.0 and 0.5 g L of calcium nitrate and potassium nitrate, respectively. The
leaves were also sprayed with a bactericide based on casugamicin (20 g L) every
two weeks. The plants were watered daily by automatic microspraying, activated
between 7:00 and 7:20 a.m.

2.2 Plant material
Five passion fruit genotypes were used as rootstocks: P. edulis f. flavicarpa
(HFOP-08), P. alata (BGP 393), P. gibertii (BGP 008), P. nitida (BRS Terra Nova)
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and a backcross BC1 —resultant from the cross [(P. cincinnata (BGP 077) x P. edulis
(BGP330)) x P. edulis (BGP330)]. The scions were two yellow passion fruit (P.
edulis) genotypes, the commercial cultivar BRS Rubi do Cerrado and the
intraspecific hybrid HFOP-08. Non-grafted seedlings were also studied for all
genotypes. Seedling plants were used as source of scions and rootstocks as these
genotypes presented good and uniform horticultural performance and fusarium wilt
resistance in previous works (Roncatto et al., 2004; Morgado et al., 2015; Silva et
al., 2013; Santos et al., 2016).

2.3 Vegetative growth

The rootstocks were sown 50 days before the scions, aiming to produce plants
with compatible stem diameters at the moment of grafting. The grafting on P. nitida,
P. alata and P. gibertii was done 125 days after sowing (DAS), while on HFOP-08
and BC1 it was 75 DAS. The cleft grafting method was used, with variation in the
height of the grafting point in function of the stem diameter compatibility between
rootstock and scion. For HFOP-08, P. nitida and BC1, the grafting height varied from
15 to 20 cm, while for P. alata and P. gibertii it ranged from 20 to 25 cm. The other
grafting procedures followed the method described by Santos et al. (2016).

The percentage of plant emergence was determined every five days until 50
DAS. This variable was investigated by a completely randomized experimental
design, with six replications of 100 seeds for P. alata, P. nitida and P. gibertii, five
replications of 200 seeds for BRS Rubi do Cerrado and HFOP-08 (scions) and three
replications of 50 seeds for BC1. Before grafting, the stem diameter (SD) at height
of 10 cm was measured with a digital pachymeter, the plant height (PH) was
measured with a millimeter measuring tape, and the number of fully expanded
leaves per plant was counted (NL). The experimental design for these
measurements was also completely randomized, with five replications of 10 plants
in each plot.

On the 30th and 60th days after grafting (DAG), the height of the grafted scion
from the graft point to the apex (HGS), stem diameter in the graft region (SD),

number of scion leaves (NSL) and scion survival percentage were determined. To
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evaluate the shoot dry weight (SDW) and root dry weight (RDW), two plants per plot
were used, collected at 65 DAG, except for P. nitida, which was not evaluated due
to the low number of plants obtained. For the same reason, non-grafted seedlings
of P. nitida and BC1 were also not evaluated in the trial after grafting of the available

seedlings.

2.4. Anatomical analysis

For the anatomical study, the scion variety BRS Rubi do Cerrado and the five
rootstock genotypes previously identified were used, along with non-grafted
seedlings as controls. The analyses were carried out 60 DAG with three biological
replications. Stem segments with approximate length of 2 cm were removed with a
scalpel and fixed in a 70% FAA solution (Johansen, 1940) for 48 h. Then the
samples were immersed in 10% sodium sulfate for 48 h to soften the tissues. Next,
the samples were dehydrated in an increasing ethanol series (35-100%) for 6 h,
slowly infiltrated in historesin: ethanol in proportions of 1:3, 2:3, 1:1 and 2:1 for 72 h
each, and last in pure resin for one week. The samples were embedded and the
polymerization occurred at a room temperature for 48 h. Serial histological sections
(5.0 um) were obtained with a Leica RM 2155 rotary microtome (Leica, Nussloch,
Germany), placed on slides and stained with acid fuchsine (0.1% p/v), followed by
toluidine blue (0.05% p/v) (Feder and O’Brien, 1968). The histological sections were
analyzed and photographed with an Olympus BX51 microscope coupled to an

Olympus DP75 digital camera (Olympus, Tokyo, Japan).

2.5 Statistical data analysis

The experimental design was completely randomized in a 5 x 2 + 4 factorial
setup (rootstock x scion + non-grafted seedling), with 14 treatments, three
replications and 10 plants per plot. The results were submitted to analysis of
variance and the means were compared by the Tukey test (p <0.01). The variables
HGS and NSL were transformed by Y + 1 to satisfy the requirements of normal

distribution and homogeneous variances.
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3. Results

The plantlet emergence rates varied among the species studied, with
maximum percentages attained by the backcross BC1 [(P. edulis x P. cincinnata) x
P. edulis] and the cultivar BRS Rubi do Cerrado (Table 1). Lower emergence rates
were recorded 50 DAS among the wild species, with the lowest average being
observed for P. nitida and the highest for P. gibertii, which also presented the
greatest plant height and number of leaves before grafting. BRS Rubi do Cerrado
and P. nitida presented greater stem diameter in relation to HFOP-08, even though

P. nitida was the smallest seedling plant.

Table 1. Emergence and growth of seedling rootstocks of Passiflora spp. at the moment of
grafting with P. edulis.

Rootstock EM PH SD NL
(%) (cm) (mm) (P
HFOP-08® 60.10 bc 16.27 c 227D 7.0 bc
P. nitida 30.17d 1442 c 2.95a 40c
P. alata 50.76 ¢ 34.58 b 2.85ab 9.0b
P. gibertii 67.00 b 119.26 a 2.54 ab 140a
BC1®@ 93.33a 22.45 bc 2.52 ab 7.0 bc
BRS Rubi® 90.90 a 19.20 bc 2.94 a 6.0 bc
CV (%) 9.68 13.22 11.25 8.47
Summary of Analysis of Variance
Mean Square 2828.05** 8093.85** 0.364** 53.91**
Error 36.03 224.08 0.090 2.15

Plantlet emergence (EM), plant height (PH); stem diameter (SD) and number of leaves (NL)
per plant. Means followed by the same letter in the column do not differ by the Tukey test
(p = 0.01). ** Significant (p < 0.01) by analysis of variance (F-test). (1) Passiflora edulis f.
flavicarpa, (2) Backcross of P. edulis and P. cincinnata.

After grafting, only the variable scion height was influenced by the rootstock
used, both 30 and 60 DAG (Table 2). The greatest scion height was promoted by P.
gibertii 60 DAG, while 30 DAG this species only surpassed P. nitida. Thirty days
after emergence, the majority of the grafted plants were suitable for transplanting to
the field, the exception being the plants grafted on P. nitida. These results suggest

that all the rootstocks studied have potential for subsequent field evaluation.
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Considering the difference between the two scions studied, independent of the
rootstock, HFOP-08 resulted in greater scion height than BRS Rubi do Cerrado 60
DAG. On the other hand, BRS Rubi do Cerrado induced the greatest root dry weight.
For the interaction between grafted rootstock (G) x scion variety (S), we observed
that there was no significant effect (p < 0.05) in all biometric variables studied (Table
2). In the comparison of the grafted plants with the respective non-grafted controls,
the latter plants had greater height, number of leaves and root dry weight, as
expected because their growth was not interrupted by grafting (Table 2). The shoot
dry weight and average survival rate (94%) were equal among the treatments,
demonstrating high graft fixation irrespective of the rootstock species. The stem
diameter was greater in the grafted seedlings, visually because of the overlap
between the tissues resulting from insertion of the wedge in the rootstock cleft.
Among the non-grafted plants, the species did not differ in survival rate or stem
diameter 30 DAG. P. gibertii produced the largest average number of leaves per

plant in that period, and the largest stem diameters and dry weight 60 DAG.

Table 2. Biometric variables of P. edulis plants grafted on Passiflora spp. and their

respective non-grafted plants, 30 and 60 days after grafting.

Scion (S) HGS 30 HGS60 SD30 SD60 NSL30 NSL60 SUR SURG60 SDW RDW
—————— (cm) ------- —----- (MmM) ---- - (PY) (%) (o/PY)
BRS Rubi® 140a 220b 42a 48a 6.0a 80a 950a 943a 54a24da
HFOP-08®W 140a 357a 43a 46a 6.0a 80a 880a 86.0a 44a1l5b
Grafted rootstocks (G)
HFOP-08 142ab 265b 44a 48a 6.0a 70a 950a 933a 5l1lalf9a
P. nitida 79b 21.7b 46a 49a 6.0a 70a 940a 900a - -
P. alata 16.8a 266b 43a 46a 7.0a 80a 96.7a 90.0a 36a2la
P. gibertii 177a 449a 42a 45a 6.0a 80a 983a 983a 49al5a
BC1® 129ab 244b 38a 47a 6.0a 80a 750a 750a 57a23a
Grafted (G) vs. Non-grafted (NG)
Grafted 141b 290b 42a 47a 60b 80b 91.7a 903a 48a1l9b
Non-grafted 444a 75.0a 3.2b 37b 90a 100a 98.3a 975a 59a24a
Non-grafted (NG)
P. alata 482b 579b 36a 3.8ab 11.0a 10.0b 100.0a 100.0a 3.9b 29a
P. gibertii 716a 108.0a 26a 31b 100a 15.0a 100.0a 96.7a 3.8b 16b
BRS Rubi 296c 570b 35a 43a 7.0b 80b 100.0a 100.0a 80a 2.7a
HFOP-08 28.3c 77.3ab 32a 37ab 6.0b 8.0b 93.00a 930a 79a?24ak
Summary of analysis of variance
Scion (S) 0.20" 1352.5** 0.0 0.2 0.0™ 0.1 290.5" 420.4"s 5.9 4 5**
Grafted (G)) 79.3*  499.4* (0.3 0.2/ 1.4ns 1.2"s 544,37 269.9" 4.9ns Q.70
GxS 18.8"  204.9" 0.4rs 0.10" 1.1"s 0.2ns 1997 115.7" 4.6" 0.7"s
Non-grafted (NG) 1228.6** 1712.5* 0.7/ 0.7** 18.9* 34.1* 33.3s 30.5" 17.2**(0.9**
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G x NG 7808.0** 1796.4** 8.9** 8.0** 43.2** 54.3* 370.7" 434.5" 9.0" 1.6**
Error 24.6 108.6 0.4 0.1 14 14 3309 1136 23 0.3
CV (%) 21.58 24.49 16.7 6.64 1736 1394 1942 11.53 29.37 24.9

Height of the grafted scion (HGS), stem diameter (SD), number of scion leaves (NCL),
survival achieved 30 and 60 days after grafting (SAG), shoot dry weight (SDW) and root dry
weight (RDW) 65 days after grafting. Means followed by the same letter in the column do
not differ by the Tukey test (p < 0.01) between the factors of the grafted and non-grafted
plants, and by the F-test between scion-rootstock vs. non-grafted plant. ns = not significant,
*significant (p < 0.05) **highly significant (p < 0.01) @ Passiflora edulis, @ Backcross of P.
edulis and P. cincinnata.

The histological examinations of the transversal and longitudinal sections of
the non-grafted plants indicated the occurrence of secondary growth of tissues 135
days after emergence, with normal appearance and maintenance of the structural
organization and characteristics of each species, showing turgid and well-delineated
cells (Fig. 1B-D, 1 J-L). The epidermis was composed of overlapping isodiametric
cells (Fig. 1). The cortical parenchyma presented isodiametric cells and there was
variation in the presence of fistulas between P. edulis and P. nitida (Fig. 1B and 1J).

The transversal sections of the graft region between P. edulis (BRS Rubi do
Cerrado) and P. edulis (HFOP-08) showed perfect joining between the scion and
rootstock tissues in the region of the fundamental parenchyma (Fig. 1E-G). This
observation is supported by the reestablishment of the vascular connections
between the tissues and the observation of overlap of the cells of the two species.
It was also possible to distinguish the clear presence of tissues of the medullary
parenchyma of both plants (Fig. 1 E-F). The longitudinal section (Fig. 1H) revealed
structural disorganization in the constitution of the tissues in comparison with the
respective non-grafted P. edulis plants (Fig. 1D). This probably happened due to the
aspects of the union between scion and rootstock, with multiplication of parenchyma
cells, which establish the initial contact between the parts involved.

The stem of P. nitida (Fig. 1J-L) presented high concentration of phenolic
compounds throughout its structure, with greater concentration in the cortex region.
No fistula was observed in the central region of the stem, but well-developed pith
was observed, with isodiametric cells of varied dimensions. In the grafted region, it
was possible to clearly distinguish P. edulis from P. nitida (Fig. 1M-N) by the distinct
color of the tissue cells of the two species. P. nitida presented blue cells,
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characteristic of toluidine blue staining, revealing the presence of DNA. In contrast,
in P. edulis these cells were red, characteristic of acid fuchsine staining, indicating
the presence of cellulose, starch and vacuoles in the pith region. Figure 1N reveals
a reduction in the length of the fundamental parenchyma in the graft region between
the species, as well as areas not filled with tissues (arrow) in the cortex region in the

combination between P. edulis and P. nitida.
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Fig. 1. Stem segment of Passiflora edulis scion grafted onto P. edulis (A-H) and P. nitida (I-
P) rootstocks. Light microscopic images of transversal (B-C, E-G, J-K, M-O) and longitudinal
(D, H, L, P) sections of the stem in the grafting region (E-H, M-P), scions (B-D) and
rootstocks (J-L) of Passiflora spp. Graft region showing fusion between scions and rootstock
tissues, with perfect adhesion (E-H, M, P) and with presence of unfilled regions (N-O) 60
days after grafting. Arrows indicate the tissue fusion region. ca: cambium, co: cortex, ep:
epidermis, fb: fibers, fi: fistula, fp: fundamental parenchyma, fpE: fundamental parenchyma
of P. edulis, fpN: fundamental parenchyma of P. nitida, mx: metaxylem, pc: phenolic
compounds, ph: phloem, pi: pith, piE: pith of P. edulis, piN: pith of P. nitida, pr: pith rays, px:
protoxylem, ro: rootstock, sc: scion, vb: vascular bundle, xf: xylem fibers, Bars: B, E, J, M =
2 mm; C, D, F-H, K-L, N-P = 500 pm.
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The transversal sections of the stem of the non-grafted P. alata plants (Fig.
2B-2C) presented a structure characteristic of the species, such as the winged
quadrangular stem in the region of the epidermis and cortex, with reduced
fundamental parenchyma and filled pith, as observed in P. nitida. The epidermis and
cortex showed intense presence of phenolic compounds, similar to what was
observed in P. nitida. The sections of the graft region between P. edulis and P. alata
evidenced the joining between the tissues 60 DAG, which extended from the cortex
to the pith. In the graft interface of P. edulis f. flavicarpa/P. alata was observed the
presence of the layer necrotic (Fig. 2E — red arrow).

Due to the longer length of the fundamental parenchyma of P. edulis, despite
the similar diameters between scion and rootstock (Fig. 2A), it was possible to
observe the prolongation of this tissue in the central region of the graft, which was
filed by pith tissue of both species (Fig. 2F). Also, the presence of still
undifferentiated parenchyma cells was observed in the region of adhesion between
P. edulis and P. alata (Fig. 2G), with the presence of phenolic compounds in the
rootstock region of P. alata.

The stem of the non-grafted P. gibertii specimens (Fig. 2J-L) presented an
epidermis with overlapping isodiametric cells, with the presence of fibers and
phenolic compounds in the cortex region. The fundamental meristem contained a
large number of metaxylem and protoxylem cells. Analogously to the observation in
P. edulis, fistulas were present in the central region (Fig. 2M). The graft region of
the combination of P. edulis and P. gibertii presented intense activity of parenchyma
cells (arrows), responsible for the union between the tissues, with structural
disorganization of these tissues in the entire extent of the junction between the two
species’ tissues. This structural disorganization can be seen in detail in Fig. 2N-O,
demonstrating the adhesion between the fundamental parenchyma of P. edulis and
P. gibertii. In the longitudinal section (Fig. 2P), it was possible to identify fusion
between the tissues near the cortex, due to the sinuosity presented by the tissues

of both species.



Fig. 2. Stem segment of Passiflora edulis scion grafted onto P. alata (A-H) and P. gibertii
(I-P) rootstocks. Light microscopic images of transversal (B-C, E-G, J-K, M-O) and
longitudinal (D, H, L, P) sections of the stem in the grafting region (E-H, M-P), scions (B-D)
and rootstocks (B-D, J-L) of Passiflora spp. (E-H, M-P) Graft region showing fusion between
scions and rootstock tissues, with perfect adhesion 60 days after grafting. E) Detail of the
junction region, showing the necrotic layer (red arrow) and the fusion region (black arrow).
ca: cambium, co: cortex, coE: cortex of P. edulis, coA: cortex of P. alata, ep: epidermis, fb:
fibers, fi: fistula, fp: fundamental parenchyma, fpE: fundamental parenchyma of P. edulis,
fpA: fundamental parenchyma of P. alata, fpG: fundamental parenchyma of P. gibertii, mx:
metaxylem, pc: phenolic compounds, ph: phloem, pi: pith, piE: pith of P. edulis, piA: pith of
P. nitida, px: protoxylem, ro: rootstock, sc: scion, vb: vascular bundle, xf: xylem fibers, Bars:
B, E, J,M=2mm; C, D, F-H, K-L, N-P = 500 pm.

The structural organization of the stem of the non-grafted BC1 [(P. edulis x P.
cincinnata) x P. edulis] specimens showed strong anatomical similarity with the stem
of the non-grafted P. edulis plants, with the presence of fibers in the cortex, pith rays
in the fundamental parenchyma and a fistula in the stem’s central region. Vascular

bundles can be seen between the fundamental parenchyma and pith (Fig. 3B-D).
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The graft region of the combination of P. edulis on BC1 (Fig. 3E-G) was anatomically
similar that that of P. edulis grafted on P. edulis. It was possible to observe the
presence of metaxylem cells in the tissue healing region, demonstrating
differentiation of parenchymatic tissue into conductive tissue (Fig. 3E). The cells
promoting the joining between the tissues involving P. edulis on BC1 were more
aggregated compared to the grafts performed on the wild rootstocks. Phloem was
present in the cellular tissues of this combination (Fig. 3F), indicating the complete
reestablishment of the vascular connections. In the healing region between the
species, still undifferentiated parenchyma cells were present (Fig. 3G). The
structural disorganization in the longitudinal direction indicates fusion between the
tissues (Fig. 3H).

B D ) % 3 oclll/] {7 ‘."
Fig. 3. Stem segment of Passiflora edulis scion grafted onto the backcross of P. edulis x P.
cincinnata (A-H) rootstock. Light microscopic images of transversal (B-C, E-G) and
longitudinal (D, H) sections of the stem in the grafting region (E-H), scions (Fig.1 B-D) and
rootstocks (B-D) of Passiflora spp. E-H) Graft region showing fusion between scions and
rootstock tissues, with perfect adhesion 60 days after grafting. Arrows indicate the tissue
fusion region. ca: cambium, co: cortex, ep: epidermis, epE: epidermis of P. edulis, epR:
epidermis of RC1, fb: fibers, fi: fistula, fp: fundamental parenchyma, fpE: fundamental
parenchyma of P. edulis, fpR: fundamental parenchyma of RC1, mx: metaxylem, ph:
phloem, phE: phloem of P. edulis, phR: phloem of RC1, pi: pith, piE: pith of P. edulis, piR:
pith of RC1, pr: pith rays, px: protoxylem, ro: rootstock, sc: scion, vb: vascular bundle, xf:
xylem fibers, Bar: B, E =2 mm; C-D, F-H = 500 pum.

4. Discussion
P. gibertii was the wild species with greatest potential to form rootstocks, in

function of its higher emergence rate, after P. edulis and its backcross, and greater
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vegetative growth before grafting. Low emergence rates for different wild species of
Passiflora have been reported by various authors, explained as being the result of
the seed dormancy mechanism, posing a limitation to their cultivation (Delanoy et
al., 2006; Silva et al., 2009). Santos et al. (2016) also observed greater height of P.
gibertii seedling rootstocks, besides similar stem diameters for P. alata and P.
edulis.

Despite the similar growth between the two P. edulis genotypes evaluated as
scions, evidence exists that they induce different carbohydrate partitioning, because
there was an inverse relationship between root dry weight and scion height. There
are no reports of the influence of different Passiflora scions on the root growth of
rootstocks, although this phenomenon has been found in other species, due to
differences in gene expression and synthesis and transport of hormones between
scion and rootstock (Wang et al., 2014).

In general, the results obtained in this study for vegetative growth and scion
survival corroborate those of previous studies, in which similarities were observed
between different scion and rootstock combinations of Passiflora (Morgado et al.,
2015; Santos et al., 2016). The survival rate was high, above 90%, although this
declined somewhat from 30 to 60 DAG, indicating that it is suitable to wait for the
complete establishment of the graft. P. nitida promoted the smallest increase in
height of P. edulis 30 DAG, although this measure was the same as for the others
60 DAG. This behavior can be associated with the longer period necessary to
establish vascular connections between the tissues after the grafting of these
species (Fig. 1).

The greater height of yellow passion fruit grafted on P. gibertii 60 DAG might
have resulted from the longer length of the internodes (data now shown), because
no variation was observed in the number of leaves among the treatments. This result
diverges from those found by Morgado et al. (2015), where P. gibertii was the
rootstock that promoted the least scion growth. According to the authors,
determined combinations can stimulate higher endogenous accumulation of
gibberellins in the aerial part, thus stimulating greater internode length. The absence

of differences for the other biometric variables and the survival rate among
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treatments suggests that all the rootstocks studied have potential for use to produce
grafted plants of yellow passion fruit in nursery conditions.

In the comparison of the grafted vs. non-grafted plants, the grafted plants had
smaller height, number of leaves and root dry weight. This reduction can be
explained by the interruption of growth because of the rupture of the vascular
connections between tissues at the moment of grafting, requiring time to reestablish
these connections and the corresponding plant growth. In the present study, we
observed that at 30 DAG it was possible to visualize the variation in growth
depending on the rootstock utilized. On the other hand, Morgado et al. (2015)
observed higher root dry weight in P. edulis grafted on P. edulis in comparison with
non-grafted P. edulis plants, suggesting that the resumption of growth is accelerated
when there is full compatibility between scion and rootstock. In general, however,
grafting did not represent a limitation to plant growth in relation to the non-grafted
plants.

The success of grafting depends directly on the compatibility between the
parenchyma cells of the scion and rootstock. Studies investigating this process of
joining in the scion-rootstock interaction in Passiflora are scarce and incipient
(Nogueira Filho, 2010a; Nogueira Filho 2010b). These authors observed the
adhesion of P. edulis scions on P. alata rootstocks at 6 DAG, while for the other
combination (P. edulis f. flavicarpa/P. edulis f. flavicarpa) this only happened 9 DAG.
They also observed that 30 days from grafting was sufficient for the development of
anatomical similarity in the formation of the union between P. edulis scions on P.
coccinea, P. gibertii. P. edulis f. flavicarpa and P. alata.

In the present study, we observed that scion-rootstock adhesion occurred in
all the combinations analyzed 60 DAG, with stronger affinity between the tissues
when P. edulis was grafted on P. edulis, P. gibertii or the backcross P. edulis x P.
cincinnata. In all cases, it was possible to identify perfect connection between the
plant organs with total filling of the graft regions with parenchymatic tissue. In the
grafts performed on P. gibertii, there was intense multiplication of parenchyma cells

in the entire graft region between the tissues. This species may have promoted
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greater growth of P. edulis due to the high number of conductive tissue cells (xylem,
metaxylem and protoxylem) observed along the fundamental parenchyma.

In turn, when P. edulis was grafted on P. alata and P. nitida, complete adhesion
in the union between the parts was not observed, because there were spaces still
not totally filled, along with shorter length of the fundamental parenchyma in the
junction region between the species. This condition is probably associated with the
lesser growth 30 DAG of the P. edulis/P.nitida combination, since limitations in the
connection between vascular tissues of the scion and rootstock reduce the flow of
water and nutrients, and, consequently, plant growth (Martinez-Ballesta et al.,
2010). Interestingly, phenolic compounds accumulation was only observed in the
graft union of P. edulis on P. alata and P. nitida. This phenomenon is reported as a
gene-regulated graft-incompatibility indicator in other fruit-bearing species (Albacete
et al., 2015; Hudina et al., 2014), and corroborates to the incomplete graft adhesion
on these two wild species.

In the present study, histological observations on the graft union at 60 days
revealed formation of a thin necrotic layer of dark color at the graft interface of P.
edulis/P. alata (Fig. 2E - red arrow), which reinforces the incompatibility between
this species. It is interesting to note that differences among stem diameters of graft
union, rootstock and scion in the combination P. edulis/P. alata could be attributed
to the accumulation of necrotic tissues at the graft interface. Similar behavior was
observed in other plant species, such as Capsicum chinense Jacq (Ives etal., 2012).

Ribeiro et al. (2015) evaluated the auto micrografting region of P. edulis and
did not observed precocious formation of necrotic layer but noticed the presence of
residual cell wall material from damaged tissues. In other fruit species, such as in
cashew (Anacardium occidentale L.), Mahunu et al. (2012) revealed a gradual
disappearance of the necrotic layer, preceding callus formation and the fusion of the
scion and stock at 60 day after grafting, while Espen et al (2005) observed that the
necrotic layer disappeared within 20 days after internode micrograft of pear (Pyrus
communis L.) on quince (Cydonia oblonga Mill.).

The persistence of the necrotic layer at graft interface accounts for localized

incompatibility in several plant species (Kawaguchi et al. 2008; Ives et al., 2012).
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Flaishman et al. (2008) observed a stronger level of graft incompatibility when
Arabidopsis thaliana was grafted onto tomato rootstock and argued that the necrotic
layer that developed in the tomato plants seemed to inhibit the differentiation of
vascular tissue in the Arabidopsis scion, either directly or indirectly, and thus blocked
full vascular graft union formation between the two graft partners.

In general, the results obtained in this study can support planning to produce
yellow passion fruit grafted plants on wild species. All the genotypes evaluated
presented potential for use as rootstock, corroborating the findings of previous
studies that have demonstrated the viability of their use for grafting with P. edulis.
Plant growth and histological observations indicate good compatibility between the
tissues of all the combinations tested, even though anatomical and biochemical
differences were observed between the parts involved in the graft. P. gibertii
outperformed the other wild species due to its higher seedling emergence and
growth, and complete graft union reestablishment leading to higher scion length 60
DAG. The similar connection of tissues between P. edulis grafted on P. edulis and
on its backcross with P. cincinnata suggests that interspecific hybridization with the
yellow passion fruit is an alternative to obtain rootstocks that are potentially
compatible with this species. It is necessary to increase the number of genotypes
assessed as rootstocks with potential resistance to Fusarium spp., as well as to
extend investigations to field conditions, involving the fruiting phase, to identify the
productive potential of the scion-rootstock combinations and possible late-acting

incompatibility.

5. Conclusions

Based on our results, the grafting of Passiflora edulis on P. edulis, P. gibertii,
P. alata, P. nitida and BC1 [(P. edulis x P. cincinnata) x P. edulis] resulted in similar
vegetative growth and survival rates from 30 to 60 days after grafting. P. gibertii
stood out among the wild species for potential use as rootstock because of the
higher plant emergence, greater growth of seedling rootstocks and inducement of
greater height of the P. edulis graft up to 60 days after grafting. Vascular tissues

connections were fully reestablished in P. edulis grafted on P. edulis, P. gibertii and
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the backcross [(P. edulis x P. cincinnata) x P. edulis] 60 days after grafting. The graft
region of P. edulis on P. nitida and P. alata presented spaces not fully filled with
parenchyma cells and phenolic compounds accumulation 60 days after grafting,
suggesting partial incompatibility, but without restricting the initial growth of the
grafted plants.
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Comportamento de Passiflora edulis propagado via enxertia em areas com

presenca e auséncia de Fusarium spp.
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Comportamento de Passiflora edulis propagado via enxertia em areas com

presenca e auséncia de Fusarium spp.

Resumo: O maracuja amarelo destaca-se entre as frutiferas mais produzidas no
Brasil, no entanto, a sua exploracdo vem sendo ameacada devido a problemas
fitossanitarios a exemplo da fusariose. Este trabalho teve como objetivo avaliar o
desempenho agrondmico e a reacdo a fusariose de maracujazeiro amarelo
enxertado em quatro porta-enxertos em trés regides produtoras do Estado da
Bahia. Os experimentos foram conduzidos em condi¢cdes de campo em Cruz das
Almas, Brumado e Guanambi. Foram utilizadas duas copas de Passiflora edulis
(BRS Rubi do Cerrado e HFOP-08) e quatro porta-enxertos (HFOP-08, P. nitida,
P. alata e P. gibertii). Esses genétipos também foram utilizados como pé-franco
(controle). Foi avaliado o crescimento, produtividade, qualidade de fruto e
concentragdo de nutrientes no tecido foliar. Os resultados apontaram reducao na
velocidade de crescimento de plantas enxertadas nas espécies silvestres, mas
elevada mortalidade em funcéo da fusariose em plantas de P. edulis enxertada em
si (78%) e seu pé-franco (80%). A produtividade de plantas enxertadas € 43%
menor em areas com auséncia do patégeno, porém superior ao material pé-franco
(430%) em areas infestadas por fusariose. As espécies silvestres se mostraram
resistentes ao patégeno quando utilizadas como porta-enxerto. No entanto, P.
nitida ndo apresentou crescimento adequado nos trés locais estudados. A
qualidade de fruto n&o foi alterada em fungcédo da enxertia, embora o porta-enxerto
tenha alterado a concentragé&o foliar de nutrientes na copa. A enxertia em P. gibertii
pode ser utilizada como medida paliativa de controle da fusariose até obtencéo de

variedade resistente.

Palavras-chave: Passiflora spp., Fusarium spp., Porta-enxerto, Sobrevivéncia,

Producéo.
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Behavior of Passiflora edulis propagated via grafting in areas with presence
and absence of Fusarium spp.

Abstract: Yellow passion fruit is among the most widely grown fruits in Brazil, but
the culture is threatened by phytosanitary problems, in particular Fusarium wilt. In
this study we assessed the agronomic performance and Fusarium wilt incidence of
two yellow passion fruit (Passiflora edulis) varieties (BRS Rubi do Cerrado and
HFOP-08) grafted on four rootstocks (HFOP-08, P. nitida, P. alata and P. gibertii)
in three producing regions of the state of Bahia, Brazil. These four genotypes were
also grown without grafting as controls. The growth, productivity, fruit quality and
concentration of nutrients in leaf tissue were evaluated. The results indicated a
reduction in growth speed of the plants grafted on wild species, but higher mortality
caused by Fusarium wilt in self-grafted (78%) and non-grafted (80%) P. edulis
plants. The productivity of the grafted plants was 43% lower in areas free of the
pathogen, but 430% higher than the non-grafted plants in areas subject to Fusarium
wilt. The wild species were resistant to the pathogen when used as rootstock, but
P. nitida did not present adequate growth in the three regions studied. The fruit
quality was not altered due to grafting, although the choice of rootstock affected the
leaf concentration of nutrients in the scions. Grafting on P. gibertii can be used as

a palliative measure to control Fusarium wilt until obtaining a resistant variety.

Keywords: Passiflora spp., Fusarium spp., Rootstock, Survival, Production.
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INTRODUCAO

O maracuja azedo (Passiflora edulis Sims) é a espécie mais importante
economicamente, e as condicfes edafoclimaticas tropicais favoraveis a cultura
permitem que seja produzida em praticamente todos os estados do Brasil. Este
cenario favoravel faz do pais o maior produtor e consumidor mundial, com uma
producgéo de 703 mil toneladas em 50 mil hectares no ano de 2016. Entretanto, a
produtividade (14,1 t ha') é considerada baixa. O estado da Bahia é o principal
produtor nacional com 49% da producao (IBGE, 2018).

Diversos problemas fitossanitarios causam sérios prejuizos aos produtores,
entre eles a murcha da fusariose causada pelo fungo Fusarium oxysporum f. sp.
passiflorae (Fop). Este patdégeno ataca o sistema radicular e vascular da planta,
causando sua morte precocemente (Ortiz e Royos, 2012; McGovern, 2015). A
doenca vem limitando a exploracdo, produtividade, longevidade do pomar e
permanéncia desta cultura em diversos pélos de producdo, pois ndo existem
cultivares resistentes nem controle curativo (Freitas et al., 2016). Em areas com
histérico de ocorréncia de Fop sdo observadas perdas de producdo superiores a
80% (Fischer e Rezende, 2008).

A propagac¢do do maracujazeiro amarelo por enxertia em espécies resistentes
de maracujas silvestres vem sendo estudada como alternativa de producdo em
area com a fusariose. Vérias espécies tém sido avaliadas como porta-enxertos
resistentes (Cavichioli et al., 2011b). Porém, a maioria dos estudos avalia o
desempenho agronémico das combinacbes copa/porta-enxerto na fase de
producdo de mudas em condi¢cGes controladas (Morgado et al., 2015; Lima et al.,
2017).

As pesquisas utilizando diferentes porta-enxertos em condicfes de campo
infestados por fusariose séo limitadas e os resultados sdo contrastantes em fungéo
da localidade e gendétipo, com grande variacdo na produtividade, sobrevivéncia e
mesmo compatibilidade copa/porta-enxerto (Nogueira Filho et al., 2010; Cavichioli
et al., 2011a; Cavichioli et al., 2011b; Nasser et al., 2011; Cavichioli et al., 2014;
Santos et al., 2016). Além disso, é importante obter informacfes em diferentes
polos de producéo, pois a viruléncia do patdogeno e mecanismos de interacao
patdgeno-hospedeiro pode variar conforme o ambiente. Sendo assim, no presente

estudo avaliaram-se o desempenho agronémico e a reagdo a fusariose de
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maracujazeiro azedo enxertado em quatro espécies de porta-enxertos em trés

regides produtoras do Estado da Bahia.

MATERIAL E METODOS

Material vegetal

Foram utilizadas duas copas de Passiflora edulis, o hibrido comercial BRS
Rubi do Cerrado e o hibrido HFOP-08, ambos obtidos pela Embrapa. Os quatro
porta-enxertos foram o controle P. edulis (HFOP-08) e trés espécies silvestres, P.
nitida (Acesso Terra Nova, Embrapa Cerrados), P. alata (BGP393, Rio de Janeiro)
e P. gibertii (BGP008, Sao Paulo). Esses acessos também foram propagados como

pé-franco para comparacdo com as plantas enxertadas quanto ao vigor,

produtividade e sobrevivéncia ao Fop.

A obtencdo das mudas enxertadas foi realizada no municipio de Cruz das

Almas-BA em condicdes de casa de vegetacao e posterior aclimatacao por 30 dias

em telado antiafideo conforme procedimentos descritos por Lima et al. (2017).

Localidade dos experimentos

Os experimentos foram conduzidos em condi¢cdes de campo em area com

histérico de Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae em Cruz das Almas (Recbncavo

Baiano) e Guanambi (Sudoeste da Bahia) e auséncia do patdgeno em Brumado

(Sertédo produtivo), no Estado da Bahia (Tabela 1).

Tabela 1. Descri¢ao das caracteristicas de cada local de avaliagao do experimento.

Caracteristicas

Regides Produtoras @

Recdncavo Sertao produtivo Sudoeste da Baia
Cruz das Almas/Embrapa Brumado/Distrito de Guanamblllrlsntuto_AFederaI
Local . ; . de Educacdo, Ciéncia e
Mandioca e Fruticultura. Itaquarai. ! ;
Tecnologia Baiano.
Periodo de Janeiro de 2015 a maio de Fevereiro de 2015 a maio Fevereiro de 2015 até maio
avaliacdo 2016. de 2016. de 2016.
12° 39' 25" S, 39° 07' 27" 14° 04' 13,6" S, 41° 43 019 0 An
Coordenadas W, 222 m. 42.6" W, 486 m. 14°13'S, 42° 46' W, 525 m.
. Latossolo Amarelo Cambissolo eutrofico Latossolo g Vqrmelho
Tipo de solo . - ; Amarelo, distréfico, tipico, A
distrocoeso élico. textura argilosa. o
fraco, textura média.
Tran_su;ao dq tlpo Am a Aw BSh (quente e seco) Quente de ca~at|nga, com
. (tropical subumido a seco), . chuvas de veréo e periodo
Clima fazendo transicdo com o

temperatura média anual
do ar de 23,8 °C.

semiarido.

seco bem definido de
inverno, do tipo BSwh.
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Caracteristicas

pH (agua) 6,5; fésforo (P)
60,85 mg dm-3; potassio
(K) 0,20; calcio (Ca) 2,26;
magnésio  (Mg)  0,99;
aluminio (Al) 0,0; sodio
(Na) 0,09; hidrogénio +
aluminio (H + Al) 1,25;

pH (dgua) 7,3; fosforo (P)
223,03 mg dm3; potassio
(K) 0,26; célcio (Ca) 9,26;
magnésio  (Mg)  2,22;
aluminio (Al) 0,0; sdédio
(Na) 0,62; hidrogénio +
aluminio (H + Al) 0,01;
saturacdo por base (SB)
12,35; capacidade de troca

pH (agua) 7,0; fésforo (P)
15,03 mg dm?3; potassio (K)
0,51; céalcio (Ca) 2,4
magnésio (Mg) 1,6; calcio +
magnésio (Ca + Mg) 4,0;
aluminio (Al) 0,0; s6dio (Na)

quimicas do saturagdo por base (SB) de cations (CTC) 12,37 0.0 hldroge.nlo M allﬂmmlo
solo ) ; 3 (H + Al) 1,2; saturacdo por
3,24; capacidade de troca cmolc dm; porcentagem base (SB) 4,5: capacidade
de céations (CTC) 4,79 de saturacdo por base 2 cap
A . ... de troca de cations (CTC)
cmolc dm; porcentagem (V%) 97,93%; matéria )
~ . 4. 45 cmolc dm e
de saturacdo por base organica (MO) 5,84 g kg%; orcentagem de saturacio
(V%) 73,65%; matéria cobre (Cu) 8,83; ferro (Fe) por baseg(V%) 79.0% &
organica (MO) 13,2g kg®. 43,83; manganés (Mn) P o
227,32 e zinco (Zn) 111,62
mg dm-3.
Temperatura 38,90 40,60 39,10
maxima (°C) ' ' '
Temperatura
media (°C) 25,75 25,70 26.30
Temperatura
minima (°C) 16,80 16,60 16,0
tf,/:;'dade do ar 77,20 60,40 50,90
(Ff("j]‘fr']";‘)‘?ao 7299022,56 9925841,1 4269017,1
Precipitagao 1046,80 741,0 925,0

(mm)

Espaldeira de 2,0 m de

Espaldeira de 2,0 m de

Espaldeira de 2,0 m de

Espacamento  altura e espacamento 1,8 altura e espacamento 3,0 altura e espagamento 2,0 m
mx2,0m. mx 3,0 m. X 2,0m.
Realizada de _forma Realizada por o o
suplementar, em sistema oteiamento sendo A irrigacdo foi feita por
localizado por gotejamento gote] ' . gotejamento em dias
acionados em dias
L trés vezes por semana e . alternados durante 120
Irrigacéo = , alternados com duracéo de X
duracdo de 30 minutos, 30 minutos cada minutos, resultando num
resultando em um volume equivalendo em média 15 L volume médio aplicado de
aplicado médio de 10 L por ﬂa\nta 16 L por planta.
planta. P )
Soerihzs?g ° adcea dfuﬁgtf I%Sé Realizada a cada 30 dias,
N ~ com 20g de uréia (NH2).CO
aménia (NH4)2SOs por As  adubacbes  foram et
K ; . . 10 g de cloreto de potéassio
planta, nos primeiros seis realizadas quinzenalmente KSh) e 12 de
Adubacio meses, e 80 g de sulfatode por fertirrigacdo e o Superfosfato Sgim les
& amonia, 30 g de cloreto de controle de pragas e P P
. ; (P20s) por planta e
potassio (KCl) e 20 g de doencas conforme Lima et adubacio foliar com
Superfosfato Simples al. (2011). iubagao
(P.0s) por planta nos micronutrientes + NPK a

meses seguintes.

cada 20 dias.

(MAs principais divergéncia entre as localidades esteve no espacamento adotado em cada regiéo e
manejo da fertilidade e irrigacdo das plantas o que pode influenciar no rendimento final das plantas,
no entanto, as principais variacdes neste aspecto esteve associada a presenca do patégeno que
limitou a producao de plantas pé-franco.
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Avaliacdo do indice de velocidade de crescimento e producéo

As variaveis avaliadas incluiram: o indice de velocidade de crescimento (IVC),
conforme Jesus et al. (2016), por IVC = C1/N1 + C2/N2 + ... + Cn/Nn, em que C1,
C2 e Cn séo as alturas da planta na primeira, na segunda e na ultima avaliacéo, e
N1, N2 e Nn sdo o numero de dias decorridos a partir da primeira, da segunda e
da ultima avaliagdo de altura que foi realizado até os 210 dias ap6s o plantio.

Para padronizacdo dos dados nos trés locais, foi dividido o IVC pelo numero
de avaliacdes de altura realizado ao longo do estudo em cada local. Em Cruz das
Almas e Brumado, além desta variavel, também foi avaliada a producao e nimero
médio de frutos por planta. A producéo foi mensurada através da contagem do
namero de frutos por planta, seguido da estimativa através da massa média dos
frutos para os tratamentos enxertados em comparagdo aos tratamentos nao
enxertados de P. edulis (HFOP-08 e BRS Rubi do Cerrado pés francos), em area
com auséncia e presenca do Fop, respectivamente. A producao foi expressa em
kg planta® e estimada em t hal. Esta variavel ndo foi mensurada em Guanambi
divido a elevada mortalidade de plantas pés francos antes da fase produtiva

ocasionada pelo Fop.

Incidéncia de fusariose

A incidéncia de plantas com sintomas visuais de Fusarium oxysporum f. sp.
passiflorae (Fisher e Resende, 2008; Ortiz e Royos, 2012) foi avaliada até 16
meses apos o transplante nos ensaios de Cruz das Almas e Guanambi. Sempre
gue os sintomas da fusariose foram identificados (murcha da planta, escurecimento
do sistema vascular), amostra do sistema radicular e parte sintomatica do caule de
cada planta foram recolhidos para o isolamento do agente causal. Também foi
guantificada a mortalidade de plantas associada a outras causas, como plantas
nao adaptadas as condi¢cdes do cultivo, bacteriose (Xanthomonas axonopodis pv.
passiflorae) e antracnose (Colletotrichum gloeosporioides). Com base nessas
informacdes foi realizada a andlise da sobrevivéncia utilizando a curva néo
paramétrica de Kaplan-Meier (KM) (Kaplan & Maier, 1958).

Neste estudo, o evento de interesse foi a morte da planta causada por Fop e
por outras causas sendo verificada a cada dois dias. As diferengas entre as curvas
de sobrevivéncia nas diferentes combinac6es de enxertias e entre as localidades

foram testadas usando o teste ndo paramétrico de F de Cox (P < 0,05). Em
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complementacgédo, foi estimada a expectativa médiana de vida por meio da tabela
de vida. A analise estatistica foi realizada utilizando-se Statistica 7 software
(Statsoft 2005).

Qualidade de Fruto

Foram coletados aleatoriamente cinco frutos maduros por parcela para
compor a amostra em Cruz das Almas e Brumado. As variaveis analisadas foram:
massa de fruto (MF), comprimento do fruto (CF), diametro do fruto (DF), relacéo
entre o comprimento de fruto e diametro de fruto (CF/DF), rendimento de suco
(Rend.), massa de suco (MS g), teor de sdlidos soluveis totais (ST) em °Brix, acidez
titulavel (AT) e relacdo entre o teor de sdlidos sollveis totais e acidez titulavel

(Ratio) seguindo recomendacéao de Jesus et al. (2017).

Concentracgao foliar de macro e micronutrientes

Avaliou-se a concentracédo foliar de nitrogénio (N), fésforo (P), potassio (K),
calcio (Ca), magnésio (Mg), enxofres (S), boro (B), ferro (Fe), cobre (Cu),
manganés (Mn) e zinco (Zn) de plantas no experimento em Brumado.

Proximo ao florescimento de cada planta foram coletadas a quinta e sexta
folhas, contadas a partir do apice de ramos terciarios. Posteriormente, as folhas
foram lavadas com agua destilada para retirada de impurezas, acondicionadas em
sacos de papel e secas em estufa com circulagéo de ar a 65 °C por 72 h (Carmo
et al., 2011).

Delineamento experimental e analise estatistica

Os trés experimentos foram conduzidos em delineamento em blocos ao
acaso, em esquema fatorial 2 x 4 + 5, com duas copas (BRS Rubi do Cerrado e
HFOP-08), quatro porta-enxertos (HFOP-08, P. nitida, P. alata e P. gibertii), mais
cinco tratamentos pés francos (P. alata, P. gibertii, BRS Rubi do Cerrado, HFOP-
08 e P. nitida) distribuidos em quatro repeticoes de seis plantas na parcela.

Os dados foram analisados por meio de interacao tripla (copa vs. porta-
enxerto vs. local) com cinco tratamentos adicionais. O IVC e sobrevivéncia foram
comparados entre todos o0s pés francos, enquanto a qualidade de fruto e producao
foram comparadas apenas entre as espeécies de P. edulis (BRS Rubi do Cerrado e

HFOP-08). Para as variaveis de producao e qualidade de frutos, o experimento de
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Guanambi néo foi incluido, devido ao baixo numero de frutos nos tratamentos nao
enxertados, pois foram acometidos por Fop antes da fase produtiva. A
concentracdo foliar de nutrientes foi avaliada apenas em Brumado, utilizando-se
assim fatorial duplo com os demais fatores descritos anteriormente.

Os dados foram submetidos a analise de variancia pelo teste F e as médias

foram comparadas pelo teste de Tukey (p < 0,05).

RESULTADOS
Avaliacdo do indice de velocidade de crescimento

O indice de velocidade do crescimento diferiu para a maioria dos fatores
estudados, embora a interacéo tripla ndo tenha sido significativa para esta variavel
(Tabela 2).

Entre as copas, o IVC do HFOP-08 foi 12% superior ao BRS Rubi do Cerrado
(Tabela 2). O IVC entre porta-enxertos foi superior em P. edulis/fHFOP-08 (2,17),
sendo que P. gibertii deteve resposta intermediéria, sendo 20% e 28% superior a
P. alata e P. nitida, respectivamente. Os pés francos de P. edulis HFOP-08 (2,66)
e BRS Rubi do Cerrado (2,36) foram semelhantes a P. gibertii (2,53) e este ultimo
nao diferiu de P. alata (2,27). O pior resultado foi observado em P. nitida com 0,40
(Tabela 2).
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Tabela 2. Resumo da andlise de variancia e comparagdo entre médias de copas,
porta-enxertos e pés francos para variaveis biométricas e produtividade
de plantas de maracujazeiro amarelo enxertadas em quatro porta-enxertos

avaliadas em trés regifes do estado da Bahia.

Fontes de variagéo IVC Prodt.
Bloco 1,17ns 1,69ns
Copa 29,2%* 18,2**
Porta-enxerto (PE) 45,4** 13,9**
Local 177,3** 12,7**
PE vs. Copa 3,02* 5,3**
PE vs. Local 3,94** 36,9**
Copa vs. Local 3,62* 13,1**
PE vs. Copa vs. Local 2,30m 1,57
Pé-franco (PF) 111,9* 1,57
Local 44,7 50,6**
PF vs. Local 1,40"s 0,20ns
Enxert. vs. PF 0,02"s 1,99ns
Erro 0,04 632,1
C.V. (%) 10,6 27,1
Copas IVC Prodt. (T ha?)
BRS Rubi 1,74 b 9,3b
HFOP-08 1,97 a 132a
Porta-enxertos

HFOP-08 2,17 a 176 a
P. nitida 1,56 c 555¢c
P. alata 1,67 c 9,71 bc
P. gibertii 20b 120b
Porta-enxertos (porta-enxertos + copas) nos locais
Tabuleiro Costeiro 2,38 a 8,1b
Chapada Diamantina 1,56 b 143 a
Oeste da Bahia 1,55b
Pés francos

P. alata 2,27b
P. gibertii 2,53 ab
BRS Rubi 2,36 ab 179a
HFOP-08 2,66 a 136 a
P. nitida 0,40 c
Pés francos (ndo enxertadas, controle) nos locais
Tabuleiro Costeiro 2,35a 3,22b
Chapada Diamantina 2,19a 28,3 a
Oeste da Bahia 1,45b
Enxertados vrs. Pés francos

Enxertados 1,85a 112 a
Pés francos 2,04 a 15,7 a

ns, ** e *: ndo significativo e significativo a 1 e 5%, respectivamente, pelo teste de F da analise de
variancia. IVC: indice de velocidade de crescimento; Prodt. produtividade expressa em t ha.

A interacdo entre os fatores copa e porta-enxerto para IVC demonstrou que
a combinacao P. edulis/P. gibertii apresentou comportamento semelhante ao P.
edulis/P. edulis, enquanto a copa de P. edulis em P. alata e P. nitida apresentaram
resultados inferiores (Figura 1A). Entre as copas, HFOP-08 foi superior a BRS Rubi

do Cerrado quando enxertado em P. alata e P. nitida resultando em 20% e 19% de
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incremento no IVC, respectivamente (Figura 1A). Entre os locais, Cruz das Almas
(Tabuleiros Costeiros) apresentou maior IVC em todos os porta-enxertos (Figura
1B). Ja na interacdo copa e local, o hibrido HFOP-08 foi superior em Cruz das
Almas e Brumado (Chapada Diamantina) com acréscimo de 13% e 16% no IVC,

respectivamente (Figura 1C).
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Figura 1. indice de velocidade do crescimento (IVC) de plantas de Passiflora edulis
enxertadas em quatro porta-enxertos, avaliadas em trés localidades distintas. A)
comparacao entre as copas e porta-enxertos; B) comparagdo entre as trés
localidades e porta-enxerto e C) comparacao entre as copas e localidade. CDA =

Cruz das Almas (Tabuleiros Costeiros). Letras minGsculas comparam as médias entre os
porta-enxertos (A e B) e localidades (C). Letras mailsculas comparam as médias dentro dos porta-
enxertos (B) e *indica variacdo dentro de cada porta-enxerto e local.

Produtividade

Entre as copas, o hibrido HFOP-08 apresentou produtividade de 13,2 t ha't
sendo 29% superior ao hibrido BRS Rubi do Cerrado que obteve 9,3 t ha’. No
entanto, as cultivares de copa nao diferiram em Cruz das Almas, enquanto que em
Brumado HFOP-08 obteve melhor produtividade (18,3 t ha') do que BRS Rubi do
Cerrado (10,4 t hal) (Figura 2A).

Em relacdo as plantas enxertadas, a produtividade foi maior para as plantas
autoenxertadas de P. edulis (17,6 t hal), enquanto P. gibertii obteve produtividade
de 12,0 t ha! e a produtividade dos demais porta-enxertos foi inferior a 10,0 t hat
(Tabela 2). A produtividade das plantas enxertadas diferiu em relagéo as regides,
com médias de 14,3 t ha' em Brumado e 8,1 t ha* em Cruz das Almas (Tabela 2).

A produtividade entre as copas diferiu apenas para as plantas enxertadas em
P. nitida, pois HFOP-08 obteve quase sete vezes mais producdo em relacdo a BRS

Rubi do Cerrado (Figura 2B). HFOP-08 enxertado em si alcangou produtividade de
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19,42 t ha! sendo 32% superior ao melhor porta-enxerto silvestre (P. gibertii), o
qual alcancou 13,29 t hal, embora nédo diferindo estatisticamente (Figura 2B). A
produtividade de plantas sobre P. gibertii em Cruz das Almas (13,2 t ha?) ficou
préxima da média nacional que é de 13,6 t ha (Figura 2C). Em Brumado, P. edulis
enxertado em si produziu 32,8 t ha e em Cruz das Almas, com alta incidéncia de
fusariose, produziu apenas 2,4 t ha'. Por outro lado, quando enxertado nas
espécies silvestres, hd semelhanca entre os locais, indicando que a fusariose pode

ser contida com a utilizacéo de porta-enxertos tolerantes.
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Figura 2. Produtividade de plantas de Passiflora edulis enxertadas em quatro
porta-enxertos avaliadas em duas regides distintas do estado da Bahia. A)
interac&o entre copa e local de producéo, B) interacdo entre copa e porta-enxerto
C) interacdo entre porta-enxerto e local de producdo. CDA: Cruz das Aimas. Letras

mindsculas compara as médias entre os porta-enxertos (B e C) e local (A). *indica variagao
significativa dentro de cada porta-enxerto e local.

Anélise de sobrevivéncia

N&o houve divergéncia entre as curvas de sobrevivéncia de plantas
enxertadas e/ou pés francos das espécies silvestres em Cruz das Almas-BA
(P=0,086) e Guanambi-BA (P=0,041). A expectativa média de vida das plantas foi
de 512 e 503 dias no experimento de Cruz das Almas e Guanambi,
respectivamente (Figura 3A, B). Quando comparadas as plantas enxertadas com
plantas pé-franco de P. edulis (HFOP-08 e BRS Rubi do Cerrado) ha variacao
altamente significativa (P=0,000) pelo teste F de Cox, com expectativa média de
vida das plantas de 166 dias em Cruz das Almas e 216 dias em Guanambi (Figura
3C, D).
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Figura 3. Propor¢cdo cumulativa de sobrevivéncia (graficos de linha) e expectativa mediana
de vida (graficos de barra), Plantas de P. edulis enxertada nas espécies silvestres (P. alata,
P. gibertii e P. nitida) comparadas com os pés francos silvestres em Cruz das Almas-BA
(A) e em Guanambi-BA (B); comparacédo de plantas de P. edulis enxertadas e pés francos
(HFOP-08 e BRS Rubi do Cerrado) em Cruz das Almas (C); Guanambi (D); comparacéo
de P. edulis enxertada em quatro porta-enxertos (P. edulis, P. alata, P. gibertii e P. nitida)
em Cruz das Almas (E) e Guanambi (F). P. edu: Passiflora edulis; P. nit: P. nitida; P. ala:
P. alata; P. gib: P. gibertii.
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As diferentes combinagdes de enxertia demonstraram que a utilizacdo de
espécies silvestres aumentou a sobrevivéncia (80% de sobrevivéncia), quando
comparado com 10% de P. edulis autoenxertado. A expectativa média de vida para
plantas autoenxertadas foi 156 e 246 dias em Cruz das Almas e Guanambi,
respectivamente (Figura 3E, F).

As plantas enxertadas nas espeécies silvestres em Cruz das Almas e
Guanambi apresentaram variacdo significativa (P=0,0063) mas, a expectativa
média de vida foi semelhante com 512 dias em Cruz das Almas e 503 dias em
Guanambi (Figura 4A).

As plantas de P. edulis autoenxertada e pés francos apresentaram reducéo
acentuada na sobrevivéncia em decorréncia do Fop, chegando ao final do periodo
de avaliacdo com menos de 10% de plantas vivas e expectativa média de vida de
162 e 235 dias em Cruz das Almas e Guanambi, respectivamente (Figura 4B). A
mortalidade por outras causas, associada a outras doencas e adaptacdo ao
ambiente de cultivo, ndo diferiu (P=0,3895) entre as plantas enxertadas em Cruz
das Almas e Guanambi (Figura 4C), no entanto houve elevada mortalidade em P.
edulis/P. nitida, chegando a 80% de plantas mortas com expectativa média de vida
de 302 dias, os porta-enxertos de P. alata e P. gibertii proporcionaram em ambos
uma expectativa média de vida de 512 dias (Figura 4D).

Em Guanambi as plantas de P. edulis/P. nitida apresentaram reducao
expressiva na propor¢cdo cumulativa de sobrevivéncia, causada por fatores bi6ticos
e abidticos, chegando a incidéncia de 100% das plantas antes dos 350 dias de
avaliacdo e expectativa média de vida de 48 dias, sendo expressivamente inferior
aos porta-enxertos de P. alata e P. gibertii com expectativa de 503 dias em ambos
(Figura 4E). O pé-franco de P. nitida ndo ultrapassou os 100 primeiros dias de
avaliacdo em Guanambi (com expectativa de vida de 29 dias) e 300 dias (com
expectativa de vida de 180 dias) em Cruz das Almas (Figura 4F). Quando utilizado
como porta-enxerto, a expectativa de vida foi expressivamente inferior em
Guanambi (49 dias) quando comparada com Cruz das Almas com 512 dias (Figura
4F).
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Figura 4. Proporgdo cumulativa de sobrevivéncia (graficos de linha) e expectativa mediana
de vida (gréficos de barra); comparacao de plantas de P. edulis enxertadas nas espécies
silvestres em Cruz das Almas-BA e Guanambi-BA (A);comparagéo entre plantas de P.
edulis autoenxertada e pés francos em Cruz das Almas e Guanambi (B); mortalidade por
outras causas entre as plantas enxertadas nas espécies silvestres (P. alata, P. gibertii e
P. nitida) em Cruz das Almas e Guanambi (C); mortalidade por outras causas em P. edulis
enxertada em quatro porta enxertos (P. edulis, P. alata, P. gibertii e P. nitida) em Cruz das
Almas (D) e Guanambi (E) e curva de sobrevivéncia para P. edulis/P. nitida em Cruz das
Almas, Guanambi e P. nitida pé-franco em Cruz das Almas, Guanambi (F). Cruz: Cruz das
Almas; P. edu: Passiflora edulis; P. nit: P. nitida; P. ala: P. alata; P. gib: P. gibertii; P. nit.
enx. (Cruz): P. nitida encertada em Cruz das Almas; P. nit. enx. (Guan): P. nitida enxertada
em Guanambi; P. nit. (PF): P. nitida pé-franco em Cruz das Almas; P. nit. (PF): P. nitida
pé-franco em Guanambi.
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Qualidade de frutos

As variaveis comprimento e didmetro do fruto, espessura da casca, acidez
titulavel e relacdo entre o teor de solidos sollveis e acidez titulavel ndo foram
afetadas por nenhum dos tratamentos e por isso ndo estdo apresentadas na
Tabela 3. As demais variaveis houve variagdo em pelo menos um dos fatores
(Tabela 3). De modo geral, a maior distingdo entre as variaveis ocorreu entre as

plantas enxertadas em funcéo do local de cultivo.

Tabela 3. Resumo da analise de variancia e comparacédo de médias entre copas,
porta-enxertos e pés francos para variaveis de qualidade de frutos de Passiflora

edulis enxertado em quatro porta-enxertos em trés regides do estado da Bahia.

Fontes de variago MF CF/DF MS Rend. SS
Copa (CO) 0,59ns 10,17** 2,25ns 6,90* 0,41ns
Porta-enxerto (PE) 0,83"s 3,98"s 6,47** 15,9** 2,90
Local 15,5** 61,4%* 40,4** 18,1** 1,30m
PE vs. CO 5,47** 4,11* 1,14nrs 0,41ns 3,80*
PE vs. Local 3,63* 6,10%* 1,30m 4,10* 0,42ns
CO vs. Local 6,43* 24 5% 1,31ns 0,39"s 0,00ns
PE vs. CO vs. Local 0,25ns 0,68"s 1,40ns 0,01ns 1,41ns
Pé-franco (PF) 0,01ns 6,30* 0,01ns 0,00"s 0,47ns
Local 0,27ns 13,5** 3,31ns 6,45* 1,19ns
PF vs. Local 10,13* 1,60ns 6,06"s 1,32ns 1,33ns
Enxert. vs. PF 4,01* 2,797 0,02ns 4,50* 6,31"s
Erro 989,7 0,003 149,9 18,9 1,30
C.V. (%) 15,51 454 19,7 14,07 9,41
Copas

BRS Rubi 206,2 a 1,27 a 59,6 a 29,3b 12,2 a
HFOP-08 199,7 a 1,23 b 64,4 a 32,3a 120a
Porta-enxertos

HFOP-08 207,3 a 1,23 a 50,9 b 24,7 c 11,8a
P. nitida 190,0 a 1,22 a 63,7 a 33,7 ab 12,2 a
P. alata 207,7 a 1,27 a 62,5 ab 30,1b 115a
P. gibertii 2025a 1,28 a 70,5 a 350a 126 a
Enxertados nos locais

Cruz das Almas 1854 b 1,19b 51,3 b 28,3 b 12,2 a
Brumado 218,4 a 1,31a 71,9 a 33,2 a 119a
Pés francos

BRS Rubi 226,8 a 1,25a 61,07 a 26,56 a 114 a
HFOP-08 227,8 a 1,15b 61,73 a 26,55 a 10,8 a
Pés francos nos locais

Cruz das Almas 2322 a 1,11 a 51,72 a 21,11 b 10,7 a
Brumado 2243 a 1,25a 67,41 a 29,96 a 11,6 a
Enxertados vrs. Pés francos

Enxertados 202,8 b 1,25 a 62,2 a 30,8 a 12,1a
Pés francos 2274 a 1,19 a 61,4 a 26,5b 11,1 a

ns, ** e *: ndo significativo e significativo a 1 e 5%, respectivamente, pelo teste de F da andlise de
variancia. MF: massa do fruto; CF: comprimento do fruto, DF: didmetro do fruto; CF/DF: relacéo
entre o comprimento e didametro do fruto; MS: massa de suco; Red.: rendimento de suco; ST: solidos
soluveis totais.
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O hibrido BRS Rubi do Cerrado possui frutos mais ovais que o HFOP-08, e
este Ultimo obteve rendimento de suco superior em 9%. N&o houve diferencas
entre as massas de suco e de fruto entre as copas (Tabela 3).

O P. edulis enxertado em P. gibertii apresentou 28% e 30% mais massa de
suco e rendimento, respectivamente, do que P. edulis autoenxertado que obteve
25% de rendimento de suco. Os demais parametros néo diferiram em funcao do
porta-enxerto utilizado (Tabela 3). As plantas enxertadas obtiveram melhores
atributos (MF, CD/DF, MP e Rend) de fruto em Brumado, com excec¢éo para SS
gue foi semelhante em ambos os locais (Tabela 3).

A analise entre os pés francos dos hibridos de P. edulis (Tabela 3) apresentou
resultados semelhantes ao enxertados (efeito de copa) para o formato (relacéo
CF/DF) de 1,25 com resultado superior quando utilizado BRS Rubi do Cerrado. Os
demais parametros nédo diferiram, indicando semelhanca entre os hibridos quando
enxertados e ndo enxertados (Tabela 3). Para os pés francos nos locais, houve
diferenca apenas para o rendimento de suco que foi 30% superior em Brumado
(Tabela 3).

A comparacao entre tratamentos enxertados e pés francos demonstrou que
frutos provenientes de plantas pés francos teveram 11% mais massa. No entanto,
o rendimento de suco foi 14% superior em frutos de plantas enxertadas. Os
caracteres MP, CF/DF e SS também ndao diferiram em funcdo da utilizacdo de
plantas enxertadas ou ndo (Tabela 3).

A interacdo copa e porta-enxerto para a massa de fruto (MF) variou entre as
copas somente no porta-enxerto HFOP-08, que foi melhor com BRS Rubi do
Cerrado (233,6 g) comparado a HFOP-08 (172,4 g). Entre os porta-enxertos,
HFOP-08 enxertado em si foi inferior a P. alata, a qual obteve massa de fruto de
222,8 g (Figura 5A). Essa reducdo na MF em HFOP-08/HFOP-08 (171,46 Q)
também ocorreu na interacéo entre copa e local de producao (Figura 5C). Os porta-
enxertos testados apresentaram comportamento similar em relacéo aos dois locais
de avaliacao (Figura 5B), no entanto, entre 0os porta-enxertos, notou-se uma maior
massa de fruto em Brumando-BA quando os porta-enxertos utilizados foram o P.
alata e P. gibertii, com 240,8 e 222,2 g, respectivamente (Figura 5B).

A relacéo CF/DF foi semelhante aos fatores isolados, sendo mais acentuada

nos porta-enxertos P. alata e P. gibertii (Figura 5D, E). Entre os locais de producéo,
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essa relagao foi mais marcante em Brumado-BA, que néo diferiu apenas no porta-
enxerto P. nitida (Figura 5E, F).
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Figura 5. Massa de fruto (PF) para a interacdo copa porta-enxerto (A); local e
porta-enxerto (B); local e copa (C) e relagdo entre o comprimento do fruto e
diametro do fruto (CF/DF) na interacdo copa e porta-enxerto (D); local e porta-
enxerto (E) e local e copa (F) de frutos Passiflora edulis enxertadas em quatro

porta-enxertos, avaliadas em duas localidades distintas. Letras mintsculas comparam
as médias entre os porta-enxertos (A-B, D-E) e localidade (C, F). Letras mailsculas comparam as
médias dentro dos porta-enxertos (A-B, D-E) e localidade (C, F).

A interacao entre os pés francos e local de cultivo demonstrou que o hibrido
HFOP-08 apresentou maior massa do fruto em Cruz das Almas-BA. o BRS Rubi
do Cerrado néo diferiu em funcéo da localidade, sendo inferior ao HFOP-08 nas
condicdes de Cruz das Almas e semelhante em Brumado (Figura 6A). O
rendimento de suco foi maior (37%) em Brumado utilizando P. gibertii como porta-
enxerto, que néo diferiu de P. nitida (35%) (Figura 6B). O teor de solidos soluveis
totais (SST) foi inferior em HFOP-08 enxertado em P. alata (10,6 °Brix) em
comparacao ao enxertado em P. gibertii (13,1 °Brix), enquanto os demais porta-

enxertos foram semelhantes. O porta-enxerto P. alata foi o Unico que promoveu
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variacado entre as copas, com 14% a mais no teor de SST quando utilizado BRS
Rubi do Cerrado como copa (Figura 6C).
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Figura 6. Interacéo entre pés francos e localidade para a massa de fruto (A) local
e porta-enxerto para o rendimento de suco (B) e teor de solidos soliveis na
interacdo copa porta-enxerto (C) de frutos Passiflora edulis enxertadas em quatro

porta-enxertos, avaliadas em Brumado e Cruz das Almas (CDA), Bahia. Letras
mindsculas comparam as médias entre os porta-enxertos (b-c) e pés francos (a). *indica variagdo
significativa dentro dos porta-enxertos (b-c) e pés francos (a).

Concentracao foliar de macro e micronutrientes

A concentracdo foliar variou para todos os nutrientes (Tabela 4). Entre os
porta-enxertos, houve variagdo em seis dos onze nutrientes avaliados, ja entre as
copas, apenas as concentracdes de potassio (K) e boro (B) divergiram. Houve
interacao entre porta-enxertos e copas para concentracdes de fosforo (P), potassio
(K) e boro (B). As concentracdes de macro e micronutrientes diferiram entre os pés
francos para a maioria dos nutrientes a excecao de fésforo (P), magnésio (Mg) e
manganés (Mn). Ja entre plantas enxertadas e pés francos, as concentracdes de
B, Cu e Zn diferiram em func¢éo da forma de propagacéo utilizada, obtendo valores
superiores em plantas enxertadas (Tabela 4).

O BRS Rubi do Cerrado aumentou em 12% a concentracao de K em relacéo
a HFOP-08 (Tabela 4). Entre os pés francos (ndo enxertado) de ambos o0s
materiais, ndo se verificou diferenca para este elemento, demonstrando que o0s
porta-enxertos influenciaram na sua absor¢édo. Resultado inverso ocorreu para as
concentracdes de boro, com maior acimulo na copa HFOP-08, com 14% a mais
que BRS Rubi do Cerrado.
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A absorcao entre os porta-enxertos demonstrou que P. gibertii, com 23,31 g
kg, proporcionou 35% mais K do que HFOP-08 enxertado em si, estando
associado a maior producdo em HFOP-08. O Ca foi maior (25%) em P. edulis
autoenxertado em relacdo ao porta-enxerto P. nitida. As concentragbes de Mg
ficaram acima do recomendado (Menzel et al., 1993) quando P. edulis foi enxertado
em P. nitida (5,33 g kg'), ndo divergindo de P. edulis enxertado em si e em P.
alata. No entanto, essas combinagdes, assim como P. edulis/P. gibertii (3,06 g kg
1), possibilitam o pleno desenvolvimento do maracuja amarelo. A concentragéo de
B em Passiflora edulis enxertado em P. nitida (134,32 mg kg?) foi trés vezes
superior a faixa considerada ideal por Menzel et al. (1993) para o desenvolvimento
da cultura e 77% acima das concentracdes encontrados em P. edulis enxertado
em P. alata (Tabela 4). O Mn aumentou em P. edulis enxertado em si (70,04 mg
kg?), diferindo apenas de P. nitida (30,8 mg kg). O teor de Zn aumentou no porta-
enxerto de P. nitida sendo 24% superior ao porta-enxerto HFOP-08 que apresentou
reducado desse elemento (Tabela 4).

A comparacdo de média entre os pés francos variou para a concentracdo da
maioria dos nutrientes, sobretudo entre o conjunto das espécies silvestres e o
maracuja amarelo. Os hibridos de P. edulis ndo divergiram entre si, em nenhum
dos elementos testados, indicando que as alteracfes no teor de nutrientes entre

as plantas enxertadas foram causadas pelo uso dos porta-enxertos (Tabela 4).
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Tabela 4. Resumo da andlise de variancia para concentracdes de macro e

micronutrientes no tecido foliar de plantas de Passiflora edulis enxertadas em

qguatro porta-enxertos e seus respectivos pés francos nas condi¢cfes do semiarido
em Brumado, BA, 2016.

FVv N P K Ca Mg S B Cu Fe Mn Zn
Porta-enx.! 25,8" 0,48" 97,7** 103,9* 7,85* 0,83"™ 6251,8** 3,84" 793,1" 2760,4** 118,7**
Copa (Co) 1,727 0,21 51,3* 2,04 3,427 0,00 1672,0¢* 0,66"™ 5913,3* 496,13 5,45
PE2vs. Co. 31,5™ 0,74* 89,6** 15,2ns 1,14 0,53"™ 981,2* 0,27" 716,0" 941,07 32,7"s
Pé-franco  178,9** 0,16" 99,8** 702,6** 0,004"s 7,12** 2475,3** 19,4** 8963,4** 1522,9"s 408,8**
Endvs.PF 2,01 0,33" 4,00 0,01 3,81" 0,05 5,13* 4,16* 0,36" 2,73 7,08*
Erro 13,69 0,157 8,90 33,2 1,84 0,36 2870 1,59 1239,9 5552 20,8
C. V. (%) 783 159 148 222 38,6 13,3 188 264 21,7 36,4 15,1
Copas

........................... KO s . MO KO

N P K Ca Mg S B Cu Fe Mn Zn
BRS-Rubi 484a 26a 216a 254a 360a 454a 858b 4,44a 1586b 536a 295a
HFOP-08 479a 24a 19,0b 259a 4,25a 4,55a 100,2a 4,73a 1858a 6l1,4a 304a
Porta-enxertos
HFOP-08 48,2a 2,20a 152b 30,9a 3,86ab 4,07a 80,4b 3,80a 184,9a 720a 259c
P. nitida 646a 2,78a 21,2a 23,1b 5,33a 4,62a 134,8a 4,69a 1654a 30,8b 339a
P. alata 572a 2,47a 21,3a 242ab 3,46ab 469a 76,1b 437a 1754a 67,8a 27,5bc
P. gibertii 50,7a 2,60a 23,3a 24,1ab 3,06b 4,07a 80,7b 546a 163,2a 59,3ab 32,5ab
Pés francos
P. alata 36,9c 2,24a 154b 186b 2,71a 6,05a 80,8ab 558b 109,2bc 658a 282b
P. gibertii 43,3b 2,72a 15,7b 37,1a 266a 260c 119,0a 8,13a 975c 99,1a 458a
BRS-Rubi 52,3a 2,38a 23,5a 25,7ab 268a 4,66b 71,8b 3,90bc 198,2a 922a 25,1b
HFOP-08 48,6ab 2,42a 24,8a 258ab 2,73a 4,34b 72,8b 3,15c¢ 164,5ab 59,3a 24,2b
Enxertados vs. Pés francos
Enxertados 48,2a 2,51a20,30a 25,6a 3,93a 454a 930a 458a 172,2a 575a 30,0a
Pé-franco 50,5a 2,40a24,18a 257a 2,70a 4,48a 67,3b 352b 181,4a 758a 24,7b

Concentractes de referéncia*

Minimo 42,0 15 200 17,0 3,0 3,1 40,0 50 100,0 100,0 50,0
Méaximo 52,0 25 30,0 27,0 4,0 4,6 60,0 20,0 200,0 500,0 80,0

ns, ** e *: ndo significativo e significativo a 1 e 5%, respectivamente, pelo teste de F da andlise de
variancia. Porta-enxerto; 2Pé-franco; 3Enxertadas, “Concentracdes de referéncia no periodo de
maximo crescimento vegetativo, folha adulta (MENZEL et al., 1993). N: nitrogénio; P: fésforo; K:
potéssio; Ca: célcio; Mg: magnésio; S: enxofre; B: Boro; Cu: cobre; Fe: ferro; Mn: manganés e Zn:

zinco.

A andlise da interacao entre os fatores copa e porta-enxerto demonstrou que

P. nitida foi o porta-enxerto que efetivou maior teor de P, K e B nos tecidos foliares

das copas (BRS Rubi do Cerrado e HFOP-08). Esse porta-enxerto em combinacéo

com BRS Rubi do Cerrado aumentou em 32% o P e 44% o K. Resultado oposto foi

observado na concentracao de B, 24% superior na combinagcdo HFOP-08/P. nitida
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em relacdo a BRS Rubi do Cerrado (Figura 7B). Diferencas entre as copas foram
observadas apenas quando utilizada P. nitida como porta-enxerto, com ressalva
para a concentracdo de B que também variou no porta-enxerto P. alata, com

aumento quando utilizado HFOP-08 como copa (Figura 7B).
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Figura 7. Analise da interacao entre porta-enxertos e copas para as concentracoes
de fésforo (P), potassio (K) e boro (B) de plantas de Passiflora edulis enxertada em
quatro espécies de Passiflora nas condi¢des do semiarido de Brumado, BA, 2016.
Letras mindsculas comparam as médias entre 0os porta-enxertos dentro de cada
copa. Letras mailsculas comparam as médias dentro dos porta-enxertos.

DISCUSSAO

As copas se comportaram de forma distinta conforme as condic¢des locais,
sendo HFOP-08 o hibrido mais estavel, com maior IVC e produtividade 30%
superior (Tabela 2). Nao foram identificados na literatura estudos comparando
diferentes combinacdes de copa e porta-enxerto no género Passiflora em
condi¢cdes de campo. No entanto, comportamento diferenciado € frequente em
outras espécies como citros (Stuchi, 2012). O efeito significativo do porta-enxerto
sobre o desenvolvimento da copa em maracuja amarelo € corroborado em funcéo
da auséncia de diferencas entre os pés francos de P. edulis, enquanto plantas
enxertadas variaram em muitos atributos (Tabela 2).

A sobrevivéncia ao Fop e sobrevivéncia total de P. edulis autoenxertado e pé-
franco foi inferior em relacdo as espécies silvestres, confirmando que a enxertia
utilizando espécies silvestres inibe a incidéncia de Fop. Por outro lado, a enxertia
s6 foi vantajosa em éareas com historico do patdgeno, pois a reducdo na

produtividade pode ser superior a 50% (Figura 3). A mortalidade de P. edulis
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autoenxertada também foi relatada por Cavichioli et al. (2011b) que obtiveram 91%
de mortalidade em funcéo de Fop.

A resisténcia aos patdgenos de solo € o principal atributo para selecdo de um
porta-enxerto para maracuja amarelo. Porém, se faz necessario que a espécie
possua outras qualidades fitotécnicas desejaveis (Morgado et al., 2015). A
identificacdo de porta-enxertos de Passiflora com resisténcia ao Fop e que
mantenham elevada produtividade é complexa, pois a variabilidade morfologica,
anatdmica e genética entre as espécies reduz significativamente o vigor de plantas
enxertadas (Cavichioli et al., 2011b; Morgado et al., 2015; Lima et al., 2017). A
combinacéo P. edulis enxertado em P. nitida apresentou reduzida sobrevivéncia e
produtividade em todos os locais, inviabilizando a sua utilizacdo nas éareas
testadas, mesmo que o pé-franco de P. nitida ndo tenha manifestado sintomas de
fusariose. Além disso, a heterogeneidade na emergéncia e crescimento lento das
plantulas em comparacéo a P. edulis dificultam a obtencdo de mudas uniformes
para realizagdo da enxertia (Lima et al., 2017). A n&o adaptagao do acesso de P.
nitida as regides avaliadas também pode estar relacionada ao acesso, ja que a
espécie apresenta elevada variabilidade genética intraespecifica e ampla
distribuicdo geogréfica, incluindo o estado da Bahia (Junqueira et al., 2007), raz&o
pela qual a avaliacdo de novos acessos desta espécie faz necessaria.

A velocidade de crescimento de P. edulis enxertado em P. gibertii foi
semelhante a P. edulis autoenxertado (Figura 1A) nas condi¢cbes de Cruz das
Almas (Figura 1B). Esses resultados indicam que P. gibertii é a espécie mais
promissora entre as avaliadas para utilizagdo como porta-enxerto no estado da
Bahia, pois conjugou vigor semelhante a P. edulis, maior sobrevivéncia ao Fop
(Figura 3E, F) e produtividade semelhante a média nacional (Figura 2A). Esta
espécie também apresentou resultados satisfatérios como porta-enxerto nas
condi¢cbes de campo em estudos conduzidos por Cavichioli et al. (2011a, 2014).
Além disso, a massa e o rendimento de suco de frutos de P. edulis foram bastante
interessantes nesta combinacdo de enxertia (Tabela 3).

Quando cultivando em area com presenca de Fop, P. edulis enxertado em P.
gibertii e P. alata foram mais produtivos em comparacéo a P. edulis autoenxertado,
enquanto P. nitida foi semelhante, indicando que n&o somente o caracter de
resisténcia deve ser levado em consideracdo na selecdo do porta-enxerto.
Cavichioli et al. (2011a) obtiveram produtividade de 37,41 e 26,19 t ha! utilizando
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a enxertia convencional de P. edulis em P. alata e P. gibertii, respectivamente,
porém os autores obtiveram produtividade de 41,18 t hal em P. edulis
autoenxertado, apontando auséncia da doenca na area estudada. A elevada
produtividade em plantas enxertadas quando comparadas as obtidas neste estudo
pode estar associado a auséncia do Fop na area e a incidéncia de outras doencas,
como bacteriose e antracnose que reduziram o rendimento de plantas enxertadas
neste estudo.

A manutencdo da qualidade dos frutos de maracuja amarelo em plantas
enxertadas também € fundamental para aceitagdo dos porta-enxertos pelos
produtores. N&o ocorreram alteragdes expressivas nos atributos fisicos e quimicos
em funcdo do uso dos porta-enxertos avaliados em comparacdo com 0S pés
francos de P. edulis (Tabela 3). As alteragbes entre as copas na relacdo CF/DF
sdo atribuidas ao formato mais alongado observado no hibrido BRS Rubi do
Cerrado, que também foi confirmado entre as plantas pés francos (Tabela 3) e
corroborados por outros estudos (Cruz Neto et al., 2016, Jesus et al., 2016). A
relacdo SS/AT também foi superior no BRS Rubi do Cerrado devido & menor acidez
e ligeiro acumulo superior de sélidos soluveis (Tabela 3). Cruz Neto et al. (2016)
obtiveram resultados semelhantes em termos de qualidade de fruto de plantas pés
francos de BRS Rubi do Cerrado e HFOP-08.

O acesso de P. gibertii proporcionou efeito positivo na massa de fruto (Figura
5A) e rendimento de suco (Figura 6B) de frutos das copas, diferindo de P. edulis
autoenxertado em Brumado, que apresentou maior massa de casca (dados nao
apresentados), contribuindo com a reduc¢éo do rendimento de suco. Além disso, é
provavel que, devido ao maior nimero de frutos em P. edulis enxertado em si
mesmo, ocorra reducdo no rendimento de suco e na massa de suco individual,
devido a maior particdo dos fotoassimilados em comparacao a plantas enxertadas
em P. gibertii gue produziram menos frutos. Esses resultados estdo de acordo aos
apresentados por Cavichioli et al. (2011c) que obtiveram menor massa de fruto
(84,6 g) em P. edulis enxertado em P. gibertii e rendimento de suco de 35% e 29%
em P. edulis enxertado em P. gibertii e P. alata, respectivamente. No entanto, os
autores nao identificaram diferenca para P. edulis enxertado em si nesta Ultima
variavel.

As condigbes edafoclimaticas e de manejo em Brumado foram mais

favoraveis a qualidade de fruto, uma vez que esta foi superior para todos os
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atributos pds-colheita com excecdo de SS (Tabela 3). Porém, os valores médios
observados em Cruz das Almas estdo de acordo aos padrdes exigidos pelo
mercado consumidor, que geralmente prefere frutos maiores, com massa superior
a 170 g (Cavichioli et al., 2008), e com aparéncia atraente quando destinados ao
mercado in natura.

A reducdo no vigor vegetativo de plantas enxertadas de maracuja amarelo é
relatada por varios autores (Cavichioli et al., 2011a; Cavichioli et al., 2011b;
Cavichioli et al., 2014). A dissimilaridade genética existente entre as espécies de
Passiflora (Pérez e D’Eeckenbrugge, 2017) deve estar associada a essa reducao,
embora a incompatibilidade de enxertia nesse género seja pouco estudada (Lima
et al., 2017). Outros fatores como distribuicdo das raizes, eficiéncia na absorcao
de 4gua, concentracao de nutrientes e diferencas de condutancia hidraulica podem
estar associados a limitagédo na interagcdo entre copa e porta-enxerto.

O balanco nutricional é essencial para a expressdo da maxima produtividade
tanto em plantas propagadas por sementes como enxertadas. Além disso, a
nutricdo pode exercer influéncia expressiva na ocorréncia de doencas,
principalmente daquelas causadas por patéogenos de solo (Walters e Bingham,
2007). Mesmo assim, na cultura do maracuja essa vertente tem sido pouco
investigada, sobretudo se tratando de plantas enxertadas. A literatura néo relata
alteracdes nas concentracfes de macro e micronutrientes no tecido foliar a partir
de plantas de maracuja enxertadas, o que por outro lado € comum em outras
frutiferas (Wang et al., 2016).

Neste trabalho, reportamos teor distinto de nutrientes em P. edulis enxertado
para potéassio (K), calcio (Ca), magnésio (Mg), boro (B), manganés (Mn) e zinco
(Zn). Essa variacao indica padrbes distintos de absorcdo exclusivamente em
funcdo dos porta-enxertos avaliados, o que é assegurado pela auséncia de
variacao entre os pés francos de P. edulis (Tabela 4). O teor de K ficou abaixo do
nivel recomendado por Menzel et al. (1993) em P. edulis autoenxertado, sendo
este nutriente o segundo mais requerido pelo maracuja amarelo (Borges e Rosa,
2012). Plantas deficientes em K tendem a ser mais susceptiveis a patdogenos
saprofiticos, dessa forma, este elemento também pode estar associado a reducao
de doencas (Walters e Bingham, 2007).

Todos os porta-enxerto forneceram niveis suficientes de Ca as copas (Menzel

et al., 1993), mesmo no menor teor identificado em P. nitida (Tabela 4). Este
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elemento atua na interacdo planta-patégeno, mediando a sintese de parede celular
(Chebli e Geitmann, 2017) e, portanto, pode influenciar na resisténcia ao Fop. Por
outro lado, o teor de B foi duas vezes acima do limite maximo para o maracuja
amarelo recomendado por Menzel et al. (1993) quando P. edulis foi enxertado em
P. nitida. Esse comportamento ocorreu provavelmente devido a menor taxa
vegetativa desta combinacédo, resultando em maior teor (concentracdo) deste
elemento nas folhas.

O excesso de B na maioria das combinagcBes copa/porta-enxerto pode ter
ocorrido em funcdo da quantidade de adubo utilizada em Brumado que é
recomendada em kg ha! e aplicado por fertirrigacdo, acarretando em
concentracfes acentuadas de nutrientes no bulbo molhado. Essa adubacéo é
recomendada para P. edulis pé-franco, sendo que as plantas enxertadas
apresentaram menor massa foliar, principalmente quando enxertado em P. nitida
acarretando em maior nivel deste nutriente nesta combinacdo. Além disso, devido
a s condicfes climaticas da regido a demanda transpiratoria das plantas é
elevada contribuindo com o teor deste nutriente. Com frequéncia, concentracdes
toxicas de B tém sido associadas a problemas de salinidade e alcalinidade, como
os de regibes aridas e semiaridas, onde a toxidez por B € mais comum (Bell e Dell,
2008). Esses relatos corroboram a elevada concentracdo deste elemento
observado em todos os tratamentos bem como presente no solo na area
experimental de Brumado. Concentracdes foliares de Mg também foram
excessivas (Menzel et al., 1993) em plantas enxertadas em P. nitida (Tabela 4).

O reduzido vigor vegetativo e a produtividade inferior de plantas enxertadas
em espécies silvestres, em relacdo a pés francos e autoenxertos de maracuja
amarelo na auséncia de infestacdo de Fop, sugerem que o uso de hibridos entre
P. edulis e espécies resistentes seja uma estratégia mais eficiente para a obtencéo
de porta-enxertos superiores. Assim, os programas de melhoramento genético da
cultura devem direcionar esforcos para obtencdo de hibridos interespecificos
resistentes ao Fop, mas que agreguem desempenho agrondmico adequado.
Enquanto isso, plantas enxertadas em P. gibertii constitui op¢céo para manutencgao
do cultivo em areas com historico de fusariose em condi¢bes edafoclimaticas

semelhantes as regides estudadas no estado da Bahia.
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CONCLUSOES

1. A enxertia utilizando P. gibertii como porta-enxerto pode ser utilizada como
medida paliativa no manejo da fusariose até que se obtenham cultivares
com resisténcia e atributos agronémicos almejados pelos produtores e
consumidores.

2. As espécies silvestres utilizadas como porta-enxerto séo classificadas como
resisténtes ao fusario nas duas localidades da Bahia com historico desta
doenca, sendo que P. nitida ndo apresentou atributos fitotécnicos desejaveis
para utilizacdo como porta-enxerto, com baixo vigor e elevada mortalidade
associada a outros fatores.

3. A qualidade de fruto de maracuja amarelo é pouco influenciada pelos porta-
enxertos avaliados, porém P. gibertii proporcionou maior massa de suco e
rendimento de suco na comparacao com P. edulis pé-franco.

4. Quando enxertadas, de modo geral as plantas apresentaram maiores teores
de macro e micronutrientes no tecido foliar da copa de P. edulis.
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Artigo 3

Método de propagacéo e estresse hidrico condicionam a susceptibilidade
de maracujazeiro azedo a Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae em

condic¢des controladas*®

* Artigo submetido ao comité cientifico do periddico Scientia Horticulturae na versdo em lingua
inglesa.
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Método de propagacéo e estresse hidrico condicionam a susceptibilidade
de maracujazeiro azedo a Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae em

condicdes controladas

Resumo

A fusariose é considerada a principal doenca de origem fungica que ataca o
maracujazeiro no Brasil. Até 0 momento ndo existem variedades comerciais de P.
edulis resistentes ao Fop (Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae), e também um
método eficiente de controle dessa doenca. H& uma constante associa¢do do
aumento da intensidade de fusariose ap0s escassez hidrica em condi¢cbes de
campo, 0 que precisa de comprovacao cientifica e podem ser utilizadas com o
propésito de aumentar a eficiéncia de inoculacdo de Fop em condi¢cdes
controladas. Neste trabalho objetivou-se, avaliar o efeito do tipo de mudas (estacas
ou sementes), o efeito do déficit hidrico controlado, bem como avaliar as alteragcfes
anatbmicas da raiz associados a acao da fusariose no maracujazeiro. O estudo foi
realizado em casa de vegetacdo em delineamento inteiramente casualizado
constituido por duas formas de propagacdo (semente e estaca) duas condi¢cfes
hidricas (deficit hidrico controlado e sem deficit). A inoculacdo com Fop foi
realizada utilizando suspensdo de esporos 108 conidios ml* e contaminagéo do
substrato com areia fuba de milho infestado com Fop. Para estudo anatémico
utilizou-se segmentos de raizes provenientes das plantas inoculadas e do
tratamento controle. As plantas de maracujazeiro propagadas por sementes e
submetidas ao déficit hidrico apresentaram maior incidéncia a fusariose com
70,4%, enquanto no tratamento controle a suscetibilidade foi menor com 49,2% de
plantas murchas. Nas plantas estressadas foi observada maior presenca de hifas
e clamiddsporos e reducdo na concentragdo do amido na regido do cOrtex da raiz.
A propagacao por sementes associado ao défict hidrico controlado pode ser
utilizada para realizagdo de screening de acessos de Passiflora edulis para

resisténcia a fusariose.

Palavras-chave: Passiflora edulis, déficit hidrico, fusariose, inoculagéo, interacéo

planta-patégeno, anatomia.
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Method of propagation and water stress influence the susceptibility of
yellow passion fruit to Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae in controlled

conditions

Abstract

Fusarium wilt is considered the main fungal disease of passion fruit plants in Brazil.
To date, there are no commercial varieties of Passiflora edulis resistant to Fop
(Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae), nor is there an efficient method to control
this disease. There is ample anecdotal evidence of greater intensity of Fusarium
wilt after water shortage in field conditions, but this association needs scientific
confirmation. There is also a need for research to increase the efficiency of
inoculation with Fop under controlled conditions for research purposes. Therefore,
the objective of this study was to evaluate the type of propagation (from cuttings or
seeds) and the effect of controlled water deficit on the incidence of Fusarium wilt in
passion fruit plants, as well as to evaluate the anatomical changes in the roots
caused by the disease. The study was carried out in a greenhouse according to a
completely randomized design consisting of two propagation methods (seeds and
cuttings) and two water conditions (water deficit and no water deficit - control). The
artificial inoculation with Fop involved application of a spore suspension of 108
conidia mL* and infestation of the substrate with Fop growth in sand and cornmeal
substrate. For anatomical analysis, root segments were used from inoculated and
non-inoculated plants (control). The plants propagated by seeds and submitted to
water deficit presented the highest incidence of Fusarium wilt, 70.4%, while in the
control group the incidence was below 49.2%. The plants subjected to water stress
had greater presence of hyphae and chlamydospores and reduced starch
concentration in the root cortex region. Propagation by seeds associated with
controlled water stress can be used to screen accessions of P. edulis for resistance

to Fusarium wilt.

Keywords: Passiflora edulis; water deficit; Fusarium wilt; inoculation; plant-

pathogen interaction; anatomy.
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INTRODUCAO

O maracuja azedo (Passiflora edulis Sims) é susceptivel a diversas doencas
de parte aérea e raiz, entretanto a murcha de fusarium provocada pelo fungo
Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae (Fop) destaca-se como uma das principais
doencas (Ortiz e Hoyos-Carvajal, 2016) e pode levar as perdas de producéo
superiores a 80% (Fischer e Rezende, 2008; Freitas et al., 2016). Na auséncia do
Fop e outras doencgas o cultivo poderia ser produtivo por pelo menos trés anos, no
entanto a presenca deste fungo tem reduzido os cultivos para no maximo um ano.

O sistema vascular de plantas infectadas apresenta coloragao ferruginosa na
raiz, haste e ramos, em fung¢éo da oxidacdo de compostos fendlicos pelo etileno,
formando polifenoloxidase (Stangarlin e Leite, 2008). A murcha ocorre mediante
colapso dos vasos do xilema, devido a presenca fisica de estruturas do patdégeno,
como hifas e esporos, além de toxinas fungicas e da prépria estruturas de defesa
produzidas pela planta (Stangarlin e Leite, 2008; Fischer et al., 2010; Ortiz et al.,
2014).

O controle desta doenca € bastante complexo, pois 0 método quimico ndo
resulta em efeitos expressivos na supressao da doencga, e 0 patégeno permanece
por varios anos no solo na forma de clamidosporos, impedindo o plantio em areas
com historico da doenca (Fischer e Rezende, 2008). A utilizacdo de variedades
resistentes é considerada a melhor estratégia, para minimizar os danos causados
pela doenc¢a, embora ainda néo se disponha de cultivarem resistentes (Freitas et
al., 2016).

A identificacdo e selecdo de gendtipos resistentes sdo realizadas em
condicBes de campo em areas infestadas pelo patégeno. No entanto, o tempo de
avaliacdo e os custos com tratos culturais oneram o processo de selecado, além de
haver influéncia de outras doencas e fatores ambientais que dificultam o
diagnéstico. Diversos estudos foram conduzidos visando estabelecer protocolos
eficientes de inoculacdo para identificar individuos resistentes em condicdes
controladas (Fischer et al., 2010; Flores et al., 2012; Ortiz e Hoyos-Carvajal, 2016).
Os resultados séo divergentes, o que indica a necessidade de ajustes no método
para screening mais acurado de fontes de resisténcia nos recursos genéticos de
Passiflora.

A incidéncia da doenca é maior na fase reprodutiva da planta e apds periodo

chuvoso associado a altas temperaturas (Cavichioli et al., 2011). Assim, néo se
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pode negligenciar os efeitos de estresses bidtico e abiodtico ja que contribuem para
a manifestacéo dos sintomas do patdégeno exercendo influéncia direta na infec¢ao
e consequente susceptibilidade ou resisténcia das plantas (Ramegowda e Enthil-
Kumar, 2015). Estudos tem demonstrado que o maracuja amarelo cultivado em
condi¢cBes de campo € mais susceptivel ao Fop quando submetido ao déficit hidrico
e com maior frequéncia no inicio da fase reprodutiva (Cavichioli et al., 2011).

O estresse hidrico tem mostrado efeito na suscetibilidade de varias plantas
ao patégeno (Ragazzi et al., 1995; Ramegowda e Enthil-Kumar, 2015; Nejat e
Mantri, 2017) que pode esta associado a danos na raiz (Berta et al., 2005),
alteracdo na microfauna do solo (Rolli et al., 2015), danos fisiologicos (Ghaemi et
al., 2010), quantidade de proteinas disponiveis (Ramegowda e Enthil-Kumar, 2015;
Pandey et al., 2017) e alteracdo no mecanismo de defesa (Pandey et al., 2017).
Além disso, a fase fenoldgica da planta também esta relacionada a suscetibilidade
ou ndo ao patégeno (Del Ponte et al., 2007).

E necessario o estabelecimento de uma técnica eficiente de inoculacéo do
Fop no maracujazeiro e que seja confiavel para identificar fontes de resisténcia a
esse patdgeno em curto espacgo de tempo. Além disso, possibilitar4 a avaliacédo de
diversos gendtipos de maracujazeiro simultaneamente, permitindo a identificacédo
de fontes de resisténcia para o desenvolvimento de cultivares com resisténcia ao
Fop.

Com a efetivacdo da técnica de inoculacdo do Fop no maracujazeiro sera
possivel compreender melhor os mecanismos genéticos que estdo relacionados
na interacdo planta-patdogeno, permitindo avancar na identificacdo de genes
candidatos a selecdo via Next-generation sequencing (NGS). Permitird ainda
avancar nas analises histoquimicas e histopatolégicas que permitirdo avaliar in
loco padrdes distintos de infec¢do entre espécies resistentes e susceptiveis e
identificar marcadores quimicos associados a resisténcia (Flores et al., 2012;
Marques et al., 2013; Ortiz et al., 2014), servindo de subsidio na tomada de decisdo
nos programas de melhoramento genético do maracuja amarelo. Com base nessas
informacdes, o objetivo do presente estudo foi avaliar o tipo de mudas (estacas ou
sementes), o efeito do déficit hidrico controlado, bem como avaliar as alteragdes
anatdmicas das raizes infectadas pelo Fop que possam auxiliar no conhecimento
da interacdo planta-patdgeno e contribuir na identificagdo de materiais resistentes

a murcha de Fusarium.
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MATERIAL E METODOS

Local e material vegetal

O trabalho foi realizado em condigdes de casa de vegetacdo da Embrapa
Mandioca e Fruticultura, em Cruz das Almas, Bahia (12°39'25" S, 39°07'27" W, 222
m). A temperatura do ar dentro da casa de vegetacéo foi regulada para 28 + 2 °C
e a umidade relativa para 60%. O genotipo avaliado foi o hibrido intraespecifico
BRS Gigante Amarelo (P. edulis Sims.), que é considerado susceptivel as doencas
causadas por patdgenos de solo.

Foram avaliadas duas formas de propagacao do maracujazeiro (sementes e
estaquia) quanto a manifestacdo dos sintomas da murcha de fusarium. As
sementes do BRS Gigante Amarelo foram obtidas de viveiro comercial e as estacas
da mesma variedade foram coletadas de duas plantas matrizes com dez meses de
idade que eram mantidas em estufa protegida. Elas encontravam-se vigorosas,
bem nutridas, isentas de sintomas de pragas e doencas e proximo ao inicio do
florescimento. As estacas apresentando duas gemas sem folhas com 17+2 cm de
altura foram retiradas de ramos maduros e lignificados com aproximadamente 1,5
m, sendo desprezados 20 cm da regido apical e colocadas para enraizar em

vermiculita expandida.

Formacé&o das mudas e inoculacdo com Fop

As mudas do maracujazeiro amarelo - BRS Gigante Amarelo foram obtidas a
partir da semeadura ou enraizamento das estacas em tubetes de 75 mL, contendo
vermiculita de granulometria média. Apds 30 dias da emergéncia das plantulas
(quando essas apresentavam quatro a seis folhas) e enraizamento das estacas
(um broto, com quatro a seis folhas), foram realizados ferimentos nas raizes com
auxilio de uma lamina de bisturi para facilitar a penetracdo do patégeno no
momento da inoculacéo.

O isolado monosporico utilizado na inoculagdo foi o Fop 05 (Fusarium
oxysporum f. sp. passiflorae - Fop) da micoteca do Laboratério de Fitopatologia da
Embrapa Mandioca e Fruticultura. A inoculagéo foi feita via imersdo das raizes
durante 10 minutos em solucdo ajustada para 108 conidios mL (Flores et al.,
2012). Além da inoculacdo por imerséo foi adicionado indculo no substrato das

plantas. O preparo do inOculo, areia + fuba de milho foi realizado na proporcao
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9:1:2 (partes em massa de areia fina e seca: farinha de milho: &gua),
respectivamente. Duzentos gramas desta mistura foram distribuidos em sacos
plasticos com capacidade de 1 kg e autoclavados duas vezes por 1,5 h. Em
seguida, foram adicionados 20 discos de 5 mm de diametro do meio BDA contendo
o0 isolado Fop 05 e cultivados conforme proposto por Flores et al. (2012). Os sacos
plasticos foram agitados a cada trés dias para obter a colonizacdo homogénea do
substrato pelo fungo e, apds 30 dias foi realizado o ajuste do substrato para a
concentracdo de 10° unidades formadoras de colonia (UFC) grama?.
Posteriormente, as mudas foram transplantadas para vasos de polietileno,
contendo 1,2 L de areia lavada esterilizada previamente contaminada com 50 g da

mistura area + fuba de milho contendo o mesmo isolado na concentragdo de 10°

UFC grama™ (Figura 1).
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Figura 1. Etapa do preparo das mudas de maracujazeiro inoculadas ou ndo com Fusarium
oxysporum f. sp. passiflorae (Fop) e submetidas a dois regimes hidricos (sem e com déficit
hidrico controlado). A) Aspecto das mudas provenientes de estacas e sementes; B)
Inoculacdo por meio de imersdo em solucao de conidios; C) Mistura de areia + fuba + Fop;
D) Mistura de areia + fuba + Fop com substrato; E) Aspecto geral do experimento instalado.
es: estaca, se: semente.

Déficit hidrico apés inoculagéo do Fop

Apods a inoculacdo do Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae, todos os
tratamentos foram mantidos na capacidade de campo por 15 dias. Essa condicdo
foi mantida nos tratamentos controle e iniciados o déficit hidrico nos demais
tratamentos. A umidade do substrato foi monitorada em dias alternados por meio
da técnica de reflectometria de dominio no tempo, utilizando-se sondas do tipo
TDR de 10 cm de comprimento.
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A irrigacdo foi suspensa até a manifestacdo de sintomas de murcha parcial
das folhas que ocorreu com umidade relativa em torno de 0,12 + 2 m® m=3, e
retomada até a recuperacgéo da turgidez das folhas com unidade de 0,25+ 2 m*m-
3 seguida de novo déficit hidrico controlado até atingir os niveis criticos
mencionados anteriormente. Esse processo foi repetido no decorrer do
experimento até que as plantas apresentassem sintomas visuais da doencga, que
foi considerado por meio da manutencdo da murcha mesmo apdés a reidratacéo,
enquanto no tratamento controle (auséncia do Fop) e submetido ao déficit hidrico

retomou a turgidez das folhas naturalmente (Figura 2).

Avaliacdo da incidéncia Fop

Com Fop ou sem Fop

Estacas ou sementes

Avaliacdo da incidéncia Fop

YVYVY

tt& Ciclo de déficit e reidratacdo Com déficit hidrico “"

Crédito: Onildo N. de Jesus

Figura 2. Esquema de execucado do déficit hidrico em plantas propagadas por sementes
e estacas, plantas inoculadas foram mantidas na capacidade de campo e submetidas ao
déficit hidrico controlado para avaliagéo do efeito isolado e combinados de estresse bidtico

e abidtico na incidéncia do Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae.

Delineamento experimental e variaveis fitopatolégicas estudadas

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado em
esquema fatorial triplo 2 x 2 x 2 (tipo de propagacao x regime hidrico x inoculagéo
do patdgeno), totalizando oito tratamentos, com quatro repeticbes cada e dez
plantas na parcela. Ja para as analises fitopatolégicas foram coletadas no minimo

quatro plantas por tratamento.

Plantas com Fop
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Avaliacéo da incidéncia e severidade da murcha de Fusarium

Para a avaliacdo da murcha de Fusarium no caule e na raiz utilizou-se o
critério de sintomatologia visual externa (regides necrosadas e rachaduras do
caule) e interna (coloracdo vascular escurecida e formacéo de calos). A avaliacao
dos sintomas dessa doencga foi baseada em uma escala de notas variando de 0 a
3, onde 0 = planta saudavel; 1 = planta sem sintomas externos e com sintomas
internos (escurecimento interno do caule e raiz); 2 = planta com sintomas externos
e internos (calos, necrose, escurecimento dos tecidos, rachaduras e escurecimento
vascular); 3 = murcha e morte ocasionada pelo Fop. O indice de doenca foi
calculado conforme Mckinney, (1923). Os dados (incidéncia e ID) foram
submetidos a andlise de variancia e as medias dos tratamentos foram comparadas
pelo teste F, utilizando o pacote agriculae do programa R (R Development Core
Team, 2016). A quantificacdo do numero de clamiddsporos foi realizada em cinco
fotomicrografias da raiz. Em cada imagem, cinco quadrados de 200 x 200 ym foram
distribuidos aleatoriamente na imagem e o namero de clamidésporos foi contado
com o software ImageJ. Para a confirmacdo dos postulados de Koch, foram
utilizadas partes para o caule e raizes das plantas sintométicas e assintomaticas

para re-isolar o patdégeno.

Curva de Kaplan-Meier para estimar o tempo de morte da planta

A analise de sobrevivéncia foi realizada utilizando a curva de Kaplan-Meier
(KM) (Kaplan and Maier, 1958). Neste estudo, o0 evento de interesse foi a morte da
planta causada pela Fop sendo verificada a cada dois dias. As diferencas das
curvas de sobrevivéncia dos métodos de propagacdo com e sem restricdo de agua
e a interacdo entre esses fatores foram testadas utilizando o teste ndo paramétrico
F de Cox (P = 0,05).

Andlise histopatolégica das raizes

ApoOs a deteccao visual de plantas inoculadas com sintomas tipicos de Fop
(murcha e escurecimento interno dos vasos), fragmentos radiculares foram
coletados com 2-4 cm de comprimento para avaliar a colonizagdo dos tecidos do
hospedeiro pelo Fop utilizando a técnica de clarificagdo e coloragéo das raizes
(Phillips e Haymann, 1970). O mesmo procedimento (limpeza e coloracdo das

raizes) também foi realizado para as plantas ndo inoculadas como controle. Os
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dados obtidos foram submetidos a testes de normalidade e andlise de variancia
(ANOVA), utilizando o pacote agricolae do programa R (R Development Core
Team, 2016).

Andlise anatémica do sistema radicular utilizando a técnica de dupla coloragéo

Para diferenciar parede celular da planta, estruturas do patégeno e presenca
de substancias produzidas pela planta infectada utilizou-se a técnica de dupla
coloracdo. Segmentos de raizes secundarias com 2-4 cm de comprimento do
material ndo inoculado e inoculado de plantas propagadas por sementes e
mantidos sob déficit hidrico controlado, foram fixadas em solucéo de formaldeido,
acido acético e etanol a 70% (FAA 70) por 48 h e em seguida, foram conservadas
em etanol a 70%, (Johansen, 1940). Apés esse periodo, os segmentos radiculares
foram desidratados em série etilica crescente (85-100%) por 9 h, infiltrados
lentamente em historesina: etanol na propor¢cao 1: 2 e 1: 1 por 72 h cada, e por
altimo em historesina pura permanecendo por uma semana. As amostras foram
emblocadas e a polimerizacdo ocorreu em temperatura ambiente por 48 h. Cortes
histoldgicos seriados (5 pm) foram obtidos em micrétomo rotativo Leica RM 2155
(Leica, Nussloch, Alemanha) e montados em laminas histoldgicas e coradas
(Marques et al., 2013). Os cortes histoldgicos foram analisados e fotografados em
fotomicroscopio Olympus BX51 acoplando com camera digital Olympus DP175
(Olympus, Tokyo, Japan).

ApOs o preparo das laminas, cortes com 5 um de espessura foram corados
utilizado lugol por cinco minutos, que é indicado para identificacdo de amido
apresentando coloracdo azul-negro ou marrom muito escuro (Berlyn e Miksche,
1976). Com o objetivo de avaliar a densidade e distribuicdo de amido entre os
diferentes tecidos radiculares, realizou-se uma analise digital das fotomicrografias.
Para a avaliagdo, trés a cinco imagens dos tratamentos submetidos ao déficit
hidrico (com e sem inoculacdo Fop) foram dimensionadas para uma area de
interesse de 1000 x 1000 uym. A area de interesse foi dividida em 64 quadrados de
125 x 125 ym cada, seguido da quantificacdo da porcentagem de area ocupada
pelo amido, utilizando o Software de analise de Imagem para quantificacdo da
doenca de planta "Assess v1.0". Para a andlise estatistica, cada quadrado foi

avaliado para o tipo de tecido contido (epiderme, cortex, floema ou xilema), seguido
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de uma comparacao entre inoculados e n&o inoculados por meio do teste F da
ANOVA.

Uma analise adicional foi realizada com base na comparacao dos mapas de
superficie de contorno gerados para ambos os tratamentos, transformando a
posicdo do quadrado em um vetor de grade "x / y", sendo 0 eixo y a distancia
vertical da epiderme de raiz para o centro da raiz (medule) e o eixo x a distancia
do centro (medula) a epiderme em uma direcdo perpendicular. Uma tabela de
contingéncia foi construida usando 0s eixos x e y e a porcentagem da area ocupada
por amido para cada posicao; seguido pela geracdo dos mapas de superficie de
contorno usando o software SigmaPlot versdo 11.0.

A identificacdo de calose no tecido vascular, lignificacdo dos tecidos de
plantas infectadas foi realizada por meio da microscopia de fluorescéncia. Os
cortes das raizes de plantas de P. edulis submetidas ao déficit hidrico e a
inoculacao do Fop foram coradas com lugol por trés minutos, em seguida lavadas
com agua de torneira e coradas com azul de anilina 1% por oito minutos e por
altimo em lugol novamente por 30 s e montadas com agua de torneira (Kraus e
Arduin, 1997). O corante azul de anilina produz uma coloracdo azul para calose e
o lugol atua nas paredes celulares dando coloragédo cinza e amarelada para as
lignificadas.

Para verificar a presenca de calose no sistema radicular de maracujazeiro
infectado pelo Fop utilizou-se o microscépio de fluorescéncia com filtro ultravioleta.
As laminas foram analisadas em microscépio de luz (Axioskop2, Carl Zeiss, Jena,

Germany).

RESULTADOS

Incidéncia e severidade da fusariose

Verificou-se ao longo de 210 dias que as plantas ndo inoculadas propagadas
por sementes e estacas com e sem déficit hidrico se desenvolveram normalmente.
Apos a finalizagdo do experimento, apresentaram raizes saudaveis, isentas de
regibes necrosadas com coloragédo interna do caule tipica da espécie (Figura 3A-
C). As plantas propagadas por sementes, inoculadas e submetidas ao déficit
hidrico iniciaram manifestagéo de sintomas visuais de Fop somente aos 66 dias

apos a inoculagéo (DAI). A presenca do Fop foi confirmada pelo reisolamento do
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patbgeno, enquanto as plantas submetidas a mesma condicdo com irrigacdo
constante iniciaram manifestacao dos sintomas aos 82 DAI.

Nas plantas inoculadas sintomaticas observou-se deterioracdo avancada das
raizes (Figura 3F-H), algumas com a emissdo de novas raizes (Figura 3G) e
formacao de calos para emissdo de novas raizes (Figura 3H).

Aos 150 dias apés inoculagéo, 30,8% das plantas propagadas por semente e
sem déficit hidrico apresentavam sintomas da murcha de Fusarium. Em
contrapartida, nas plantas submetidas ao déficit hidrico este valor foi duas vezes
maior com 66,6% (P=0,001) de plantas sintomaticas.

Outro aspecto verificado nas plantas sem déficit hidrico foi o maior volume
aparente de raiz em comparacdo as plantas submetidas ao déficit hidrico
controlado (Figura 4). Pontos de infeccdo do patdégeno representados por regides
necrosadas foram observados na regiéo de insergéo da raiz -regiao axilar (Figura
4B-D), além de escurecimento externo (Figura 4E-F) e interno do caule (Figura
4G). Também foi verificado multiplicacdo de células parenquimaticas na regido do
colo, provocado por multiplicacdo de células do parénquima cortical (Figura 4D)

foram observadas tanto em plantas estressadas como nao estressadas.
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Figura 3. Plantas de Passiflora edulis propagada via sementes e submetidas ao déficit
hidrico e inoculadas com Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae (Fop). A-C) Planta
controle, com folhas tirgidas, raiz e caule sadios; D-H). Planta inoculada submetida ao
déficit hidrico com sintomas de murcha de Fop apresentando escurecimento do caule e
necrose das raizes, além de escurecimento interno do caule. Algumas plantas foram
coletadas com formacgéo de calos (H) e com presenca de raizes novas (G), indicando
respostas da espécie a infeccdo por Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae aos 75 dias
apos a inoculagdo em condigBes controladas. A seta indica formacdo de calos e novas
raizes.

Nas plantas propagadas via estaquia observou-se até os 10 DAI elevada
mortalidade, independente de inoculacao e de regime hidrico avaliados (42,2% em

média).



Figura 4. Sintomatologia tipica de murcha de Fusarium em plantas de Passiflora edulis
inoculadas e propagadas por sementes sem déficit hidrico controlado (A-G) e por estacas
com déficit hidrico controlado (H-K). pi: pontos de infeccao; ca: calo.

O indice de doenca de McKinney (ID) foi utilizado para estimar severidade
da doenca em todos os tratamentos inoculados com Fop e houve diferenca
significativa para a forma de propagacao (Figura 5), onde as sementes alcangaram

maior ID (ID = 68,4%), quando comparados com as estacas (ID = 41,35%, P =
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0,05). Nao houve diferengas significativas dentro das formas de propagagédo com
e sem déficit hidrico e entre presenca ou auséncia do déficit hidrico na severidade
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Figura 5. indice de doenca (ID) (A-D) para propagacéo de plantas de P. edulis propagadas
por sementes e estacas, com e sem déficit de hidrico e inoculado com Fusarium
oxysporum f. sp. passiflorae (Fop). *Indica diferenca significativa pelo teste F a 5% de
probabilidade.

Anélise de sobrevivéncia
A andlise de sobrevivéncia foi significativa pelo teste F de Cox entre plantas
obtidas de sementes e estacas (p< 0,00001), plantas irrigadas e estressadas (p=
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0,012) e entre os tratamentos dentro de plantas obtidas de sementes (p= 0,0001).
A mortalidade associada ao Fop quando propagado por estaca, nao diferiu entre
plantas propaadas por estacas inoculadas e nao inoculadas (p= 0,32) (Figura 6A-
D).

Aproximadamente 60,0% das plantas propagadas por sementes
manifestaram sintomas da doencga, enquanto que apenas de 10,0% das plantas
provenientes de estacas apresentaram murcha tipica da doenca (Figura 6A). O
déficit hidrico contribuiu com maior susceptibilidade ao Fop com 50,0% de
incidéncia, enquanto no controle inoculado sem déficit apenas 30,0% das plantas
manifestaram sintomas (p= 0,012) (Figura 6B).

A propagacdo por sementes com déficit hidrico controlado (Grupo 1)
proporcionou 75,0% de plantas sintomaticas. Quando irrigadas constantemente
esse valor foi de 40,0% (Grupo 3). Como era esperado, os tratamentos controle
com déficit hidrico e sem Fop (Grupo 2) e sem déficit hidrico sem Fop (Grupo 4) se
mantiveram assintomaticos (p= 0.0001) (Figura 6C). As curvas de sobrevivéncia
entre plantas oriundas de estacas foram similares pelo F de Cox (Figura 6D), com
aproximadamente 10,0% de plantas sintométicas com restricdo (Grupo 5) e

irrigadas (Grupo 7).
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Figura 6. Analise de sobrevivéncia de plantas de P. edulis inoculadas com Fusarium
oxysporum f. sp. passiflorae (Fop) obtidas de sementes e estacas (A), mantidas sob déficit
hidrico (B). Comparacéo entre os tratamentos dentro do grupo de plantas obtidas por
sementes (C) e estacas (D). Grupo 1: propagado por sementes com déficit hidrico
controlado com Fop; Grupo 2: propagado por sementes com déficit hidrico controlado sem
Fop; Grupo 3: propagado por sementes sem déficit hidrico controlado com Fop; Grupo 4
propagado por sementes sem déficit hidrico controlado sem Fop (Figura 6C); Grupo 5:
propagadas por estacas com déficit hidrico controlado com Fop; Grupo 6: propagadas por
estacas com déficit hidrico controlado sem Fop; Grupo 7: propagada por estacas sem
déficit hidrico controlado com Fop Grupo 8: propagada por estacas sem déficit hidrico
controlado sem Fop (Figura 6D).

Andlise histopatoldgica

As raizes de plantas de P. edulis ndo inoculadas encontravam-se sadias, com
total auséncia de estruturas do patégeno e com crescimento caracteristico da
regido de elongacédo radicular (Figura 6A-B, E-F, 1-J, M-N). Entre as plantas
inoculadas, foi observada a presenca generalizada de clamiddsporos (intracelular)
em plantas propagadas por sementes (Figura 7C) e estacas (Figura 7K), e
submetidas ao déficit hidrico. Plantas propagadas por sementes com déficit hidrico
controlado (Figura 7D) visivelmente apresentaram maior quantidade

clamidosporos do que as mantidas com irrigacéo constante (Figura 7H).
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plantas propagadas por sementes com déficit hidrico controlado sem Fop (A-B) e com Fop
(C-D), sem déficit hidrico controlado, n&o inoculadas (E-F) e inoculadas (G-H). Raizes de
plantas propagadas por estacas com déficit hidrico ndo inoculadas (I-J) e inoculadas (K-
L), sem déficit hidrico controlado, sem Fop (M-N) e com Fop (O-P). cl: clamidosporos; hi:
hifas es: esporo, tg: tubo germinativo, pp: ponto de penetragédo. Barras: 250 um (F), 100
um (A, C,D, E, G, H, |, J, K, L, M, O) e 50 um (B, N, P).

O déficit hidrico ndo promoveu alteragbes substanciais na conformacéo e
estrutura das células da raiz (Figura 7), isso porque as plantas foram reidratadas e
a coleta foi feita ap0s reidratacao. Além disso, ndo foram observadas divergéncias
histopatoldgicas entre as raizes de plantas oriundas de sementes ou estacas que
possa estar associado ao mecanismo de colonizagéo do F. f. sp. passiflorae (Fop).
Nas secdes longitudinais foi possivel identificar hifas colonizando os espacos
intercelulares (Figura 7D) e intracelulares (Figura 7G) e presenca de clamidésporo
na coifa das raizes (Figura 7C). Além disso, foi identificado esporo com tubo
germinativo no espaco intracelular (Figura 7H) e ponto de penetracdo (Figura 7C)
na epiderme da raiz. Entretanto, ndo foram identificadas barreiras fisicas como
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maior espacamento de parede celular, que pudesse sinalizar alguma resposta a
infeccéo.

Como a maior incidéncia de Fop foi observada em plantas propagadas por
sementes, a quantificacdo do numero de clamidoésporos nas raizes apenas foi
realizada nesta forma de propagacao. Obsevou-se maior presenca nas raizes de
plantas submetidas ao déficit hidrico controlado (p= 0,05) (Figura 8).
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Figura 8. Numero de clamidésporos nas raizes de P. edulis inoculados com Fop com
déficit hidrico e sem déficit hidrico. Andlise dos valores através do diagrama Box Plot para
a propagacao por sementes com e sem déficit de agua. * Indica diferenca significativa pelo
teste F a 1% da probabilidade; cl: clamidésporos, es: esporo, tg: tubo germinativo. Barras
=100um.

As raizes secundarias das plantas controle apresentaram distribuicao
habitual dos tecidos do cortex e do feixe vascular da espécie, com auséncia de
estruturas do fungo (Figura 9B) e presenca de fibras no parénquima cortical (Figura
9D). As raizes das plantas propagadas por sementes e inoculadas apresentavam
elevada quantidade de hifas intracelulares (Figura 9E-F, H) e presenca de gel no
feixe vascular com presenca de amido (Figura 9G).

Nas raizes infestadas, é possivel observar desorganizacdo das células do
cortex em comparacdo ao controle, porém sem se estender aos metaxilemas
(Figura 9E-G). Como as plantas foram coletadas somete ap0s a murcha, que é
considerado o estadio final na interacdo Fop x Passiflora, parte das raizes estava

bastante deteriorada (Figura 2H).
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Figura 9. Raizes secundarias de Passiflora edulis propagadas por sementes e submetida:

a déficit hidrico controlado. A-D) raizes secundarias coradas com azul de algodéo e
safranina apresentando disposicdo normal dos tecidos. E-H) raizes inoculadas com
Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae com presenca de hifas no parénquima cortical e gel
nos metaxilemas (G). I-K) raizes ndo inoculadas coradas com lugol para deteccdo de
amido, com concentragdo abundante no parénquima cortical e auséncia no metaxilema
(K). M-P) raizes inoculadas com maior concentracdo de amido nos feixes vasculares. Q-
T) raizes sadias visualizadas através da microscopia de fluorescéncia com disposi¢céo
normal dos tecidos e com presenca abundante de amido, identificado através da coloracao
marrom. U-Y) raizes inoculadas com auséncia ou baixa concentracdo de amido ao longo
do parénquima cortical. ep: epiderme, mx: metaxilema, ge: gel: co: cortex; am: amido; fb:
fibra; hi: hifas, setas indicam as hifas do Fop. Barras: 250 um (A, I, M, R, Q, R, U, S, V, X);
100 um (B, C, J, K, N, 0, Y); 50 um (D, E, F, L, P, T) e 25 um (G, H).
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Nas plantas provenientes de sementes e nao inoculadas, verificou-se a
presenca de amido em maior quantidade e distribuido ao longo do parénquima
cortical quando comparado aos feixes vasculares (Figura 91-L). Em contrapartida,
as plantas oriundas de sementes e inoculadas apresentaram maior deposicdo de
amido na regido vascular, com baixissimas concentra¢cdes no parénquima cortical
(Figura 9M-P).

Logo apos as primeiras camadas de células (epiderme), houve distribuicéo
aleatdria do amido ao longo do cértex da raiz das plantas propagadas por sementes
e ndo inoculadas (Figura 9L) e auséncia de carboidratos nos metaxilemas (Figura
9K). J& nas plantas inoculadas, a distribuicdo ocorreu ao longo do feixe vascular
em faixas paralelas (Figura 9N), com baixa concentracdo no cortex (Figuras 9M,
0).

Na analise de microscopia de fluorescéncia as raizes secundarias de plantas
provenientes de sementes e néo inoculadas apresentaram maior concentracdo e
distribuicdo de amido ao longo do cértex (Figura 9Q) e proximo ao feixe vascular
(Figura 9R), enquanto nas infestadas foi observada menor disponibilidade ao longo
do parénquima cortical e vascular (Figura 9U-Y). Nao se observou deposicdo de
placas de calose em plantas inoculadas na presenca do azul de anilina, que é
observada por meio do azul fluorescente. Entretanto, foi observada lignificacdo da
regido vascular nas plantas inoculadas (Figura 9V-X).

Uma vez que o acumulo de amido no vaso foi um comportamento incomum
para a interacdo entre Fop x Passiflora, uma pesquisa mais profunda foi realizada,
com base na analise das imagens digitais (conforme descrito na metodologia,
Figura 10A). A comparacgdo da area ocupada pelo amido em cada tecido estava de
acordo com a primeira observacdo das imagens microscopicas (Figura 10B), uma
vez que as plantas ndo inoculadas normalmente apresentam a maior quantidade
de amido na regido do coértex (6,2% da area ocupada por amido), sendo
significativamente diferente dos inoculados (2,58% da area ocupada pelo amido).

Diferenca significativa também foi observada no acimulo de amido nos vasos
do xilema, sendo as plantas inoculadas com 11,6% da area ocupada pelo amido e
nao inoculadas com apenas 0,51% da area ocupada pelo amido (P = 0,01). Nao
houve diferencas significativas entre os outros tecidos das raizes (floema e

epiderme) (Figura 10B).
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Figura 10. A) Estimativa do método de amostragem por quadrante na acumulacdo de
amido em diferentes tecidos radiculares; B) comparacéo da area ocupada por amido nos
tecido radiculares de plantas inoculadas e nédo inoculadas submetidas ao déficit hidrico; C-
D) imagem microscopica do corte radicular de plantas nédo inoculadas e compara¢cdo com
0 mapa de superficie do contorno da acumulacdo de amido na regido do cértex; E-F)
imagem microscoépica do corte de raizes de plantas inoculadas e mapa da superficie do
contorno da acumulacdo de amido na regido vascular do xilema. Diferentes cores,
gradientes de cores e isolinhas (linhas de valor constante) indicam a porcentagem da area
ocupada pelo amido em relacdo a localizacao do tecido. ep: epiderme; co: cortex; e tecido
vascular (xi: xilema e fl: floema) Barras = 200 ym (C e E). *Indica diferenca significativa
por F-teste a 1% de probabilidade.
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As andlises da superficie do contorno revelaram a distribuicdo espacial e a
densidade dos granulos de amido nos diferentes tecidos, sendo a caracteristica
normal dos padrdes de acumulacéo de amido a presenca de amido no parénquima
cortical (Figura 10C-D) e em baixas densidades, em comparacdo com as raizes de
plantas doentes que demonstrou maior acimulo de amido nos vasos do xilema, e

decréscimo na densidade de amido no cortex (Figura 10E-F).

DISCUSSAO

O déficit hidrico controlado exerceu influéncia direta na manifestacdo de
sintomas de murcha em plantas de maracuja inoculadas com Fop. Alguns autores
mencionam que a maior incidéncia de Fop no maracuja amarelo ocorre sob
elevadas temperaturas do ar e quando a demanda transpiratoria € intensa
(Cavichioli et al., 2011) e a disponibilidade hidrica do solo € limitada (Ramegowda
e Enthil-Kumar, 2015; Pandey et al., 2017).

Os organismos vegetais sdo constantemente submetidos a estresse bidtico e
abidtico e, as respostas a esses fatores sdo variadas, podendo estar associadas a
resisténcia ou susceptibilidade da planta (Ramegowda e Enthil-Kumar, 2015;
Pandey et al., 2017). O déficit hidrico ocasionado pela elevacdo da temperatura
pode alterar a fisiologia da planta de forma expressiva ao ponto de suprimir a
resisténcia a diversos patdégenos (Wang et al., 2009). No maracujazeiro amarelo é
observada alta susceptibilidade ao Fop em condi¢cdes de campo (Cavichioli et al.,
2011) apds escassez hidrica e esse resultado também foi confirmada no presente
estudo em condicdes de casa de vegetacdo quando as plantas foram submetidas
ao déficit hidrico controlado.

A maioria dos estudos de inoculacdo com maracuja amarelo desconsiderava
o efeito conjunto de fatores bidticos e abiodticos na manifestagdo de sintomas do
Fusarium (Fischer et al., 2010; Bueno et al., 2010; Flores et al., 2012; Ortiz e
Hoyos-Carvajal, 2016) revelando assim respostas distintas na intensidade da
doenca. Entretanto, os resultados obtidos neste estudo abrem a possibilidade para
utilizac&o do déficit hidrico associado ao Fop na selecdo de gendtipos de Passiflora
para resisténcia a esse patdégeno, pois 75% de plantas de Passiflora edulis
(suscetivel) e propagadas por sementes sob déficit hidrico e inoculadas

manifestaram sintomas de murcha. Flores et al. (2012) utilizando &cido fusérico e
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suspensao de esporos obteve incidéncia 59,4% e 56% do Fop, respectivamente
em P. edulis.

A fidelidade na reproducao das condi¢cGes de exposicado natural da planta ao
patdgeno é fundamental nas inoculacdes artificiais visando obter respostas
semelhantes as observadas em campo. Segundo Flores et al. (2012), a correlacéo
da resposta entre gendtipos selecionados in vitro utilizando filtrado de Fop (acido
fusarico) e plantas inteiras inoculadas com o agente patogénico é essencial para
confirmar a validade da selecao de gendtipos in vitro, tendo em vista que a reagéo
de plantas a inoculagdo com patégeno é mais confiavel. Além disso, a validacao
em condigcbes de campo com histérico da doenca se faz necesséria, para
efetivacdo da metodologia.

A avaliacdo de resisténcia ao Fop nas condicdes controladas avaliadas nesse
estudo pode ser concluida em 150 dias apds inoculagdo, utilizando plantas
propagadas por sementes e com déficit hidrico controlado seguido de reidratacéo.
Isto possibilita uma reducdo substancial no tempo de selecdo de gendtipos
resistentes em comparagao aos estudos de campo com Passiflora que duraram
em media 400 dias.

A maior incidéncia do Fop em plantas propagadas por sementes indica que o
estadio fenoldgico ndo possui relacdo direta com a manifestagcdo de murcha como
observado em condi¢cdes de campo. A maior incidéncia de Fop em condi¢des de
campo durante a fase produtiva pode estar associada ao tempo de exposi¢cdo ao
patébgeno e o efeito conjunto de estresses biodticos e abidticos (Ramegowda e
Enthil-Kumar, 2015), ou ao tempo necessario para a liberacdo de exsudatos pelas
raizes e percepcdo pelo patdgeno para infeccdo e colonizacdo da planta
(McGovern, 2015). Além disso, a maior demanda transpiratoria durante essa fase
produtiva, devido a maior area foliar e sintese de fotoassimilados para suprir a
producéo, pode contribuir com maior estresse da planta e assim com a murcha.

A elevada manifestacéo de sintomas de murcha nas plantas propagadas por
sementes em condi¢Bes de déficit hidrico controlado pode estar associada ao
menor volume de raiz que favoreceu a maior presenca de estruturas do patdégeno
como clamidésporos e hifas. Daami-Remadi et al. (2009) verificaram que a maior
incidéncia de murcha de Fusarium em tomate sob estresse salino era causada por

maior esporulagcéo dos fungos sob condi¢des de estresse.
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Outra explicacdo para a presenca dessas estruturas do patégeno também
pode estar relacionado ao constante processo de interrupgdo e retomada da
irrigacéo que pode ter causado microfissuras nas raizes que serviram como porta
de entrada do patégeno (McGovern, 2015) ou alterado o metabolismo da planta
intensificando a susceptibilidade, culminando na obstrugcéao dos vasos e murcha da
planta. Além disso, a seca associada a retomada da umidade pode ter estimulado
a multiplicacéo de hifas e clamidosporos no solo (Couteaudier e Alabouvette, 1990)
e no interior das raizes (Lin e Heitman, 2005). No entanto, vale ressaltar que parte
consideravel das estacas inoculadas apresentaram sintomas externos e internos
da doenca, que foi verificado pelo indice de doenca.

O controle de doencas ocasionadas por patégenos de solo é extremamente
complexo, ndo sendo excecao F. oxysporum, que se destaca entre os 10 principais
patdgenos de importancia econémica (Kang et al., 2014). Os micélios dos agentes
patogénicos podem sobreviver em associagdo com restos vegetais de forma
saprofitica e em hospedeiros alternativos e pelos clamidésporos de paredes
espessas gue permitem a sobrevivéncia no longo prazo (McGovern, 2015). Dessa
forma, a maior concentracao de clamidésporos em plantas submetidas ao déficit
hidrico pode ser justificada em funcdo da vulnerabilidade dessas plantas. A
inducdo da formacdo de clamidésporos em F. oxysporum esta relacionada a
fatores de estresse como auséncia do hospedeiro e condicdes ambientais
desfavoraveis como o estresse hidrico (Daami-Remadi et al., 2009).

A formacédo de géis de pectina nos vasos do xilema em plantas inoculadas
submetidas a déficit hidrico controlado esta associada a respostas induzidas pelo
patégeno (Ortiz et al., 2014). No entanto, essa barreira poés-infeccdo nao foi
suficiente para limitar o avan¢o do patdgeno e impedir a colonizacao dos tecidos.
Respostas semelhantes aos obtidos no presente estudo foram observados por
Ortiz et al. (2014), com formacao de géis nos vasos do xilema de P. edulis Sims.
inoculada com Fop. Provavelmente, a sinalizacdo para inducao de sintese desse
composto ocorreu tardiamente, quando as estruturas do Fop ja haviam colonizado
a planta, e a propria deposicdo de géis associados a polissacarideos de origem
fungica pode ter contribuido com a obstrucéo dos vasos e manifestacédo de murcha
na planta (Schwan-Estrada et al., 2008).

As informacdes disponiveis na literatura sobre a acdo do amido na interagédo

planta-patégeno sé@o escassas, e 0s poucos trabalhos existentes afirmam que
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plantas submetidas a inoculacdo apresentam reducdo na deposicdo deste
polissacarideo nas raizes (Keunen et al., 2013; Manila e Nelson, 2014).

Uma das explicagcbes possiveis € que a planta poderia aumentar a
acumulacdo de amido como forma de fornecer substrato para a sintese de
respostas associadas as moléculas ao estresse (Higuchi et al., 2015). De acordo
com Nyitrai et al. (2004), alguns compostos que induzem o estresse (como 0S
metais pesados) podem levar a sinais ndo especificos, que envolvem mudancas
no equilibrio hormonal (provavelmente citocininas), seguido de um aumento na
fixacdo de CO2 e acumulacdo de amido em folhas de feijao. No entanto, o papel
da acumulacdo de amido nos vasos do xilema, devido a infec¢cdo por Fop,
permanece incerto e precisa de mais investigacao.

A distribuicdo de fibras e lignificacdo das paredes corticais nas raizes
secundarias foi baixa, tanto em plantas controle como inoculadas. Isso pode estar
associado a susceptibilidade do maracuja amarelo (P. edulis) ao Fop, pois a parede
celular é considerada a primeira barreira a penetracéo ou coloniza¢éo do patdgeno.
Além disso pode ocorrer alteracbes nesta membrana que impossibilitam a
colonizacdo do patogeno (Underwood, 2012; Miedes et al., 2014).

Outra estratégia de defesa das plantas atacadas por patdgenos € a deposi¢cao
rapida de calose no tecido vascular para reforcar as paredes do xilema e impedir o
avanco do patdégeno, constituindo-se assim em uma barreira fisica a colonizacao
(Nishimura et al., 2003). No entanto, no presente estudo ndo foram visualizadas
placas de calose nas raizes das plantas inoculadas de P. edulis, sugerindo que a
espécie nao dispde dessa barreira fisica para impedir a colonizacdo de Fop no
tecido vascular ou sdo formadas no caule da planta. Vale destacar que foi
observada emissdo de novas raizes em plantas inoculadas, indicando haver
mecanismos fisiol6gicos e estruturais em resposta a infeccéo do patégeno que, no
entanto, sdo desencadeados tardiamente pelo hospedeiro. Esse comportamento
também foi observado em tomate infectado por F. oxysporum f. sp. radicis-
lycopersici (McGovern, 2015).

Os resultados obtidos no estudo abrem a possibilidade para utilizacdo de
ciclos de déficit hidrico na selecdo de genotipos de P. edulis para resisténcia ao
Fop em condicfes controladas. Pois plantas estressadas sdo mais susceptiveis ao
Fop. Essas informagdes contribuirdo para elucidar os mecanismos da interacéo

planta-patégeno, e compreender melhor o efeito da restricdo hidrica na
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susceptibilidade do maracuja amarelo ao patdégeno. E relevante destacar a
necessidade de ampliacdo deste estudo, para outras espécies de Passiflora para
identificar individuos resistentes ao Fop, para serem utilizados em programas de
hibridacdes interespecificas ou como porta-enxerto. Estudos moleculares
adicionais poderdo confirmar observacdes anatomicas relacionadas a deposicdo
de amido e concentacao de hifas e clamidésporos, bem como elucidar e definir as
rotas relacionadas a resisténcia ou suscetibilidade de gendétipos de Passiflora a

murcha de Fusarium.

CONCLUSOES

A propagacdo por sementes associada ao déficit hidrico controlado
influencia a incidéncia de murcha de Fusarium em gendétipos de Passiflora edulis.
Ciclos controlados de déficit hidrico favorecem a expressdo antecipada de
sintomas, com maior desenvolvimento de hifas e presencga de clamiddsporos. As
raizes das plantas de maracujd amarelo inoculadas com Fop apresentaram
alteracdes anatdbmicas em resposta a infeccdo pelo patégeno, mas nao foram

suficientes para prevenir a colonizagéo.
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Artigo 4

A altura de enxertia ndo é relevante no controle da fusariose e no

desempenho agrondmico de Passiflora gibertii como porta-enxerto

* Artigo aceito para publicagdo no periédico Anais da Academia Brasileira de Ciéncias, em versao
na lingua inglesa.
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A altura de enxertia ndo é relevante no controle da fusariose e no

desempenho agrondmico de Passiflora gibertii como porta-enxerto

Resumo

A fusariose (Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae) € uma doenca de dificil controle
que limita o cultivo do maracujazeiro em muitas regides do Brasil. A utilizacdo da
enxertia € uma alternativa para o manejo dessa doenca, embora diferentes niveis
de controle sejam relatados em campo. O objetivo do trabalho foi avaliar a
influéncia da altura da enxertia de Passiflora edulis em P. gibertii sobre a incidéncia
da fusariose e desempenho agronémico. Plantas de P. gibertii enxertadas em P.
edulis e pés francos de ambas as espécies também foram avaliados. O trabalho
foi realizado em casa de vegetacdo e em campo, avaliando-se quatro alturas de
enxertia (5, 10, 20 e 30 cm acima do colo do porta-enxerto). Em complemento as
informacdes da interacdo P. edulis x Fop estudos anatdmicos de raizes também
foram realizados com plantas de pé-franco de P. edulis coletadas em trés estadios
de murcha do Fusarium. Durante a fase de producdo de mudas o pegamento da
enxertia foi reduzido com o aumento da altura de enxertia com 62% nas alturas de
20 e 30 cm. Nas condi¢des de campo o IVC de P. gibertii enxertado em P. edulis
foi de 8,8, sendo superior a sua enxertia reciproca com 6,7, embora essa
combinacao foi susceptivel ao Fop. Plantas de P. edulis enxertado em P. gibertii
com diferentes alturas de enxertia ndo apresentaram sintomas de Fop e a
qualidade dos frutos néo foi alterada, porém apresentaram menor vigor vegetativo
em relacdo ao pé-franco. Foram observadas alteracbes anatbmicas na
concentracdo de amido em fungéo do nivel de murcha da fusariose. Com base nos
dados de crescimento e de sobrevivéncia de plantas, conclui-se que a altura de
enxertia ndo influenciou na maioria das variaveis estudadas quando P. edulis foi
enxertado em P. gibertii, considerada bastante promissora para ser utilizada como
porta-enxerto. A resisténcia de P. gibertii a fusariose é quebrada quando enxertado

em genotipo suscetivel de P. edulis.

Palavras-chave: Passiflora spp., Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae,

resisténcia, anatomia.
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Grafting height is not relevant for Fusarium wilt control either agronomical
performance of Passiflora gibertii rootstock

Abstract

Fusarium (Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae) is a difficult control disease that
limits the cultivation of passion fruit in many regions of Brazil. The use of grafting is
an alternative for the management of this disease, although different levels of
control are reported in the field. The objective of this work was to evaluate the
influence of the height of the Passiflora edulis grafting on P. gibertii on the incidence
of fusariosis and agronomic performance. Plants of P. gibertii grafted on P. edulis
and non grafted of both species were also evaluated. The work was carried out in
a greenhouse and in the field, evaluating four grazing heights (5, 10, 20 and 30 cm
above the root of the rootstock). In addition information on the interaction P. edulis
X Fop anatomical roots studies were also performed with P. edulis non grafted
collected at three stages of Fusarium wilt. During the seedlings production phase
the grafting glue was reduced with the increase of the grafting height with 62% at
heights of 20 and 30 cm. In the field conditions the GSI of P. gibertii grafted on P.
edulis was 8.8, being superior to its reciprocal grafting with 6.7, although this
combination was susceptible to Fop. Plants of P. edulis grafted in P. gibertii with
different grazing heights did not present symptoms of Fop and the quality of the
fruits was not altered, but they presented lower vegetative vigor in relation to the
non grafted. Anatomical changes were observed in the starch concentration as a
function of the level of fusariosis wilt. Based on plant growth and survival data, it
was concluded that the height of grafting did not influence most of the variables
studied when P. edulis was grafted on P. gibertii, considered to be very promising
to be used as a rootstock. The resistance of P. gibertii to fusariosis is broken when

grafted in a P. edulis susceptible genotype.

Key words: Passiflora spp., Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae, resistance,

anatomy.
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Introducéo

As doencgas causadas por patdégenos do solo sdo as principais causas de
perdas econdmicas do maracujazeiro amarelo (Ortiz e Hoyos-Carvajal, 2016;
Morgado et al., 2017). Dentre essas, a murcha da fusariose causada pelo Fusarium
oxysporum f. sp. passiflorae (Fop) é considerada a mais importante, pois ataca o
sistema radicular, causando murcha e morte precoce da planta (McGovern, 2015).

Essa doenca vem limitando a exploracdo, produtividade e permanéncia da
cultura do maracuja em diversos polos produtores (Fischer e Rezende, 2008;
Freitas et al., 2016). Dessa forma, o seu cultivo passou a ser anual e migratorio,
embora todo o investimento em estruturas de sustentagdo e irrigagao continue
equivalente ampliando, portanto, os custos de produc¢éo. O controle da fusariose,
até o momento, é feito de forma preventiva, uma vez que ndo ha uma medida
curativa eficaz ou cultivar comercial resistente (Fischer e Rezende, 2008; Freitas
et al., 2016).

A propagacdo do maracuja amarelo por enxertia em espécies silvestres
resistentes vem sendo estudada como alternativa para a producdo em area com
histérico da doenca (Cavichioli et al., 2011a; Lima et al., 2017). Varias espécies
silvestres tém sido avaliadas como porta-enxertos resistentes a doenca (Cavichioli
et al., 2011a; Cavichioli et al., 2011b; Nasser et al., 2011; Nogueira Filho et al.,
2010; Cavichioli et al., 2014; Santos et al., 2016). A espécie Passiflora gibertii N.E.
Br. possui caracteristicas interessantes como rapido crescimento vegetativo,
elevada germinacéo de sementes e compatibilidade anatdémica para enxertia com
P. edulis (Cavichioli et al., 2011a; Cavichioli et al., 2011b; Lima et al., 2017).

A enxertia convencional por garfagem do tipo fenda cheia de P. edulis
enxertadas em P. gibertii em condigcbes de campo infestados pelo Fusarium
apresentaram elevada sobrevivéncia (Cavichioli et al., 2011b). Em contrapartida,
no estado da Bahia observou-se mortalidade de P. edulis enxertado em P. gibertii
em area com histérico de murcha do Fusarium, que foi atribuida a altura reduzida
de enxertia (Santos et al., 2016), um provavel fator que pode estar associado ao
controle dessa doenca por meio da enxertia. No entanto, o vigor e a producéo das
plantas enxertadas de maracujazeiro amarelo também sdo, em geral, inferiores as
de pés francos, que nao esta diretamente associada a altura de enxertia (Cavichioli
et al., 2011b). Portanto, o objetivo desta pesquisa foi avaliar a influéncia da altura

da enxertia de P. edulis em P. gibertii no desempenho agronémico em viveiro e
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campo e na incidéncia de fusariose. Adicionalmente, avaliaram-se a enxertia de P.
gibertii em P. edulis e aspectos anatémicos do seu sistema radicular que auxiliem
para uma melhor compreensédo sobre a relacdo agente causal-hospedeiro nesse

patossistema.

Material e Métodos

Local do experimento e material vegetal

O trabalho foi conduzido na Embrapa Mandioca e Fruticultura, em Cruz das
Almas, BA (12° 39' 25" S, 39° 07' 27" W, 222 m) de janeiro de 2016 a agosto de
2017. A producédo de mudas foi realizada em casa de vegetacao de janeiro a abril
de 2016, com temperatura média de 28 °C e umidade relativa de 60%. As mudas
foram transplantadas em campo com histérico de elevada incidéncia de fusariose
do maracujazeiro (Santos et al.,, 2016) para avaliacdo do desenvolvimento e
sobrevivéncia a fusariose de abril de 2016 a agosto de 2017. Durante a conducéo
do experimento a temperatura média foi de 25,4 °C, com precipitacdo de 1046,8
mm e umidade relativa de 77%.

O hibrido comercial de P. edulis lancado pela Embrapa (BRS Rubi do
Cerrado) foi utilizado como copa. Como porta-enxerto foi utilizado a espécie
silvestre P. gibertii (BGP008). A enxertia reciproca entre essas espécies também
foi realizada para avaliacdo do vigor e sobrevivéncia das plantas de P. gibertii
enxertada em P. edulis e verificar se a copa de P. gibertii induziria alguma

resisténcia no porta-enxerto (P. edulis).

Avaliacdo em casa de vegetacao

As mudas enxertadas aos 20 e 30 cm de altura foram semeadas 30 dias antes
do segundo lote, que foi enxertado aos 5 e 10 cm de altura. Esse procedimento foi
utilizado para que as enxertias fossem realizadas ao mesmo tempo em todas as
alturas de enxertia estudadas. Aos 15 dias ap6s a emergéncia das plantulas, as
plantulas foram transplantadas para sacos de polietileno (22 x 12 cm) contendo
substrato a base de terra vegetal, vermiculita, fibra de coco e substrato comercial
Vivato® (2:1:1:1, v:v). Aos 45 dias apds o transplantio, as enxertias foram realizadas

conforme a metodologia estabelecida por Lima et al. (2017).
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O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em esquema
fatorial (2 x 4 +2), sendo duas combinacfes (copa/porta-enxerto) de enxertia (P.
edulis/P. gibertii e P. gibertii/P. edulis) e quatro alturas de enxertia (5, 10, 20 e 30
cm acima do colo do porta-enxerto), mais dois tratamentos adicionais que foram
as espécies utilizadas como pés francos, distribuidos em quatro repeti¢cdes de 10
plantas na parcela.

As variaveis estudadas foram altura do enxerto (AL em cm) mensurado a
partir da regido de enxertia até o apice da planta, diametros do caule da copa (DC
em mm) medidos com auxilio de paquimetro a 2 cm acima da regido de enxertia e
pegamento de mudas aos 60 dias apos enxertia (DAE).

Para analise estatistica, os dados de pegamento da enxertia foram
transformados por VY + 1 para atender as premissas da ANOVA. Posteriormente,
os dados foram submetidos a andlise de variancia, utilizando o teste F, e as médias
foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. As analises foram
realizadas usando o pacote ‘agricolae’ implementado no programa R (R

Development Core Team, 2015).

Avaliacdo em condi¢cbes de campo

Aos 60 DAE, as mudas foram transplantadas a campo para avaliacdo do
crescimento, sobrevivéncia e qualidade de frutos de plantas enxertadas. O
experimento foi conduzido em blocos ao acaso em esquema fatorial (2 x 4 +2),
similar ao utilizado em fase de mudas, com quatro repeticdes de seis plantas na
parcela.

O solo da é&rea experimental é classificado como latossolo amarelo
distrocoeso alico, com as seguintes caracteristicas quimicas: pH (agua) 6,5; fosforo
(P) 60,85 mg dm=; potassio (K) 0,20; calcio (Ca) 2,26; magnésio (Mg) 0,99;
aluminio (Al) 0,0; sbédio (Na) 0,09; hidrogénio + aluminio (H + Al) 1,25; saturacéo
por base (SB) 3,24; e capacidade de troca de céations (CTC) 4,79 cmolc dm3;
porcentagem de saturacao por base (V%) 73,65%; e matéria organica (MO) 13,2 g
kgt

O cultivo foi realizado em espaldeira de fio de arame simples com 2,0 m de
altura e espacamento entre plantas de 1,8 x 2,0 m. A irrigagao foi realizada de
forma complementar por gotejamento, trés vezes por semana com duracéao de 30

minutos cada com uma irrigacdo média de 10 L por planta. A adubacéo foi realizada
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a cada 20 dias, sendo utilizado nos primeiros seis meses: 30 g de sulfato de amoénia
por planta e posteriormente aumentado para 80 g acrescidos de 30 g de cloreto de
potassio e 20 g de superfosfato simples. As demais praticas culturais foram
realizadas seguindo recomendacgédo para o cultivo do maracuja (LIMA et al., 2011).

O indice de velocidade de crescimento (IVC) foi estimado até os 220 dias
apos o plantio conforme estabelecido por Jesus et al. (2016). A producéo (kg
planta!) foi mensurada por meio da contagem do nimero de frutos por planta,
seguido da estimativa de produtividade (t hat) a partir da massa média dos frutos
para os tratamentos enxertados em comparacao aos tratamentos ndo enxertados
de P. edulis (BRS Rubi do Cerrado).

Para avaliacdo da qualidade dos frutos, utilizaram cinco frutos maduros
coletados ao acaso por parcela no pico de producédo das plantas durante os meses
de novembro e dezembro de 2016. Essa avaliacdo foi realizada somente nas
plantas provenientes da combinacéo de enxertia P. edulis/P. gibertii e o pé-franco
de P. edulis. Os caracteres fisicos e quimicos estimados foram: massa do fruto,
comprimento e diametro do fruto, espessura da casca, massa da casca, massa da
polpa, teor de solidos solUveis totais (SS) em (°brix), acidez titulavel (AT) e relacao
ente SS/AT (Jesus et al., 2017).

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. A comparacdo entre
tratamentos enxertados e pés francos foi realizada pelo teste F.

A andlise da sobrevivéncia foi realizada utilizando a curva ndo paramétrica de
Kaplan-Meier (KM) (Kaplan & Maier, 1958). Neste estudo, o evento de interesse foi
a morte da planta causada pela Fop verificada a cada dois dias. As diferencas entre
as curvas de sobrevivéncia nas diferentes combinacdes de enxertias e as alturas
de enxertias foram testadas usando os testes ndo paramétricos de Log-Rank, Peto
e Peto’s Wilcoxon e F de Cox (P = 0,05). Em complementacdo a analise de
sobrevivéncia foi estimada a expectativa média de vida aos 122 dias que coincide
com a fase produtiva das plantas por meio da tabela de vida e o nimero de plantas
acometidas pela fusariose utilizando o diagrama Box plot. A analise estatistica foi
realizada utilizando-se o software Statistica 7 (Statsoft 2005).
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Andlise histopatologica da raiz infestada pelo Fop

Visando compreender mais a interacao P. edulis x Furarium oxysporum f. sp.
passiflora foi realizada analise histopatol6gica em plantas pé-franco de P. edulis -
BRS Rubi do Cerrado (n =3), cultivadas em campo com diferentes niveis de
murcha: (i) plantas visualmente sadia ou controles (Figura 1A, C) e sintomaticas
de Fop, sendo (i) com murcha leve das folhas no inicio de manifestacdo dos
sintomas (Figura 1B, D — fase 1); (iii) presenca generalizada de folhas murchas e
aderidas a planta (Figura 1E, G, fase 2) e (iv) necrose das raizes com a maioria
das folhas ja desprendidas da planta (Figura 1F, H, fase 3). Fragmentos de raizes
provenientes dos trés niveis de murcha foram submetidos ao isolamento do
patdogeno para confirmacdo do agente causal da doenca (Figura 1D, G, H).
Fragmentos de raizes secundarias de pelo menos trés plantas nas diferentes fases
de murcha com diametro médio de 1,0 mm foram coletadas ao longo do periodo
de conducao do experimento ap6s manifestacao de sintomas tipicos de Fop. Além
disso, plantas controle assintomaticas também foram coletadas para analises

histopatoldgicas.
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Controle Fase 1

Figura 1. Aspectos morfoldgicos de plantas de P. edulis pé-franco com diferentes estadios
de murcha do Fusarium. A, C: planta sadia; B, D: primeira fase de murcha; E, G: segunda
fase de murcha. F, H: terceira fase de murcha. ha: haste; dv: descolorac¢éo vascular; rs:
ramo secundario; ra: raiz; Fop: Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae.
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Preparo das amostras para analise histopatoldgica e de fluorescéncia

Segmentos de raizes secundérias (n=6) com 2-4 cm de comprimento
provenientes de plantas de P. edulis (BRS Rubi do Cerrado) sem sintomas
(controle) e em trés estadios de murcha ocasionadas pelo F. oxysporum f. sp.
passiflorae (Figura 1), foram fixadas, emblocadas, cortadas e visualizadas
conforme metodologia estabelecida por Lima et al. (2017).

Para deteccdo da presenca de amido os cortes contendo segmentos
radiculares com 5,0 um de espessura foram corados com lugol por cinco minutos.
Apés esse periodo, o amido presente na estrutura celular apresenta coloragédo
azul-negro ou marrom muito escuro (Berlyn e Miksche, 1976). Foram preparadas
para cada tratamento 3 laminas contendo 10 cortes, totalizando 30 unidades.

Na microscopia de fluorescéncia os segmentos das raizes foram corados com
lugol por trés minutos, em seguida lavadas com agua de torneira e coradas com
azul de anilina a 1% por oito minutos e por ultimo em lugol novamente por 30
segundos e montadas com agua de torneira (Kraus e Arduin, 1997). O corante azul
de anilina produz uma coloracdo azul para calose e o lugol atua nas paredes
celulares dando coloragéo cinza e amarelada para as lignificadas.

Para verificar a presenca de calose no sistema radicular de maracujazeiro
infectado pelo Fop utilizou-se o microscopio de fluorescéncia com filtro ultravioleta.
As laminas foram analisadas em microscopio de luz (Axioskop2, Carl Zeiss, Jena,
Germany).

A visualizacdo de hifas do patégeno foi realizada utilizando fragmentos
radiculares frescos com 2-4 cm de comprimento para avaliar a colonizacdo dos
tecidos do hospedeiro pelo Fop utilizando a técnica de clarificacao e coloracao das
raizes (Phillips e Haymann, 1970). Sendo possivel identificar a presenca de hifas
do patégeno intracelular além da presenca de clamidésporos. Foram preparadas
para cada tratamento trés laminas contendo 10 cortes, totalizando 30 amostras.

Resultados

Experimento em fase de muda
As variaveis biométricas e porcentagem de sobrevivéncia da enxertia
apresentaram diferengas significativas (p < 0.05) em relacdo as combinacgdes de

enxertia e as alturas de enxertia (Figura 2). Houve interacdo entre os fatores
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combinacdo de enxertia x altura de enxertia para as variaveis altura da copa e
diametro do caule (Figura 2A; Figura 2D).

Para a variavel altura da copa, houve comportamento diferenciado entre as
combinacgOes e alturas de enxertia (Figura 2A). P. gibertii/P. edulis apresentou
maior crescimento em relacdo a combinacdo P. edulis/P. gibertii em quase todas
as alturas de enxertia realizadas, a exce¢do da altura de 30 cm, em que a
combinacdo P. gibertii/P. edulis foi 15,6% superior. Em relagdo as alturas de
enxertia, verificou-se que a altura de 5 cm proporcionou menor crescimento das
plantas, sobretudo quando P. edulis é enxertado em P. gibertii (Figura 2A). Em
relacdo as plantas de pé-franco, P. gibertii apresentou maior altura com 76 cm,
superior a P. edulis com 41 cm (Figura 2B). Entre as plantas enxertadas e as nao
enxertadas (pés francos) observou-se maior crescimento nas plantas pé-franco
com 58,4 cm, em relagdo as plantas enxertadas com 45,8 cm de altura (Figura 2C).

Para o diametro do caule, houve diferentes respostas entre as combinacoes
e alturas de enxertia (Figura 2D). A combinacao (P. gibertii/P. edulis) apresentou
0s maiores diametros de caule em quase todas as alturas de enxertia (20 e 30 cm),
a excecao aos 5 cm, pois a combinacao reciproca (P. edulis/P. gibertii) se destacou
com 3,21 mm de diametro, enquanto P. gibertii/P. edulis obteve 2,71 mm (Figura
2D). Entre os pés francos, P. edulis apresentou didmetro do caule 3,66 mm, 26,7%
mais espesso, que a P. gibertii com 2,68 mm (Figura 2E). As plantas enxertadas e
pé-franco nao diferiram significativamente para o didmetro do caule (Figura 2F).

Para as mudas de P. edulis/P.gibertii observou-se que a altura de enxertia
realizada a 10 cm proporcionou maior porcentagem de pegamento (92%), embora
nao diferiu da altura de enxertia de 5 cm, com 87% de pegamento (Figura 2G). Em
contrapartida, as menores percentagem de pegamento foram registradas na altura
de enxertia de 20 cm e 30 cm, ambas com 61,6% (Figura 2G). Entre os pés francos
P. edulis e P. gibertii ndo diferiram quanto a percentagem de sobrevivéncia. As
plantas de pé-franco apresentaram (p = 0,05) maior pegamento (93%) em relacao

as plantas enxertadas com 75% (Figura 21).
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Figura 2. Comportamento biométrico e sobrevivéncia de plantas de P. edulis enxertado
em P. gibertii, sua enxertia reciproca P. gibertii/P. edulis, os pés francos de P. edulis e P.
gibertii e das plantas enxertadas e pés francos. A-C: Altura da copa. A) Combinagéo de
enxertia x altura de enxertia. B) Comparacéao entre os pés francos e C) Comparacgéao entre
plantas enxertadas e pé-franco. D-F) Didmetro do caule. D) Combinacéo de enxertia x
altura de enxertia. E) Comparacao entre os pés francos e F) Comparacgéo entre plantas
enxertadas e pé-franco. G) Sobrevivéncia em funcdo da altura de enxertia (%) de P.
edulis/P. gibertii em funcéo da altura de enxertia. H) Sobrevivéncia (%) dos pés francos e
I) Sobrevivéncia (%) entre plantas enxertadas e pés francos. Barra de erros = erro padrao
da média, letras diferentes indicam diferenca significativa (teste Tukey p < 0.05). * Indica
diferenca significativa pelo teste-F a 5% de probabilidade.
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Experimento em condi¢cbes de campo

Em condi¢cdes de campo ndo houve efeito da altura de enxertia no indice de
velocidade de crescimento das plantas (IVC), embora a enxertia realizada aos 20
cm demonstrou um acréscimo de 34,7% no crescimento das plantas, em relacdo a
enxertia realizada a 5 cm de altura (Figura 3A). Quando a copa de P. gibertii foi
utilizada no porta-enxerto de P. edulis ocorreu maior velocidade de crescimento
(p=10,01), sendo 20,0% superior a sua combinacao inversa (Figura 3B). Em relacéo
aos pés francos foi observado comportamento oposto com IVC maior em P. edulis
(9,53) do que em P. gibertii com IVC de 5,89 (Figura 3C). Nao houve diferencas
entre as plantas enxertadas e pé-franco para o IVC (Figura 3D).
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Figura 3. indice de velocidade de crescimento (IVC), nimero de frutos e produtividade de
maracujazeiro. A) IVC em diferentes alturas de enxertia. B) Comparacao de plantas de P.
edulis enxertada em P. gibertii e sua enxertia reciproca. C) Comparacgdo entre P. edulis e
P. gibertii utilizadas como pé-franco e D) Comparacédo entre plantas enxertadas e pé-
franco, em condicdes de campo. E) Numero de frutos e F) Produtividade de P. edulis nas
diferentes alturas de enxertia e pé-franco. Barra de erros = erro padrdo da média, letras
diferentes indicam diferenca dos dados (teste Tukey, p < 0.05). **Indica diferenca
significativa pelo teste-F a 1% de probabilidade.
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O numero de frutos néo foi influenciado pelas alturas de enxertia testadas,
esse comportamento também foi mantido quando comparado com P. edulis pé-
franco (Figura 3E). A produtividade das plantas também ndo sofreu efeito
significativo em fungéo da altura de enxertia. A altura de enxertia realizada a 5 cm
e 30 cm, apresentou uma produtividade de 8500 kg ha' e 7300 kg ha@,
respectivamente (Figura 3F). Essa variavel também néao diferiu quando comparado
a P. edulis ndo enxertado que obteve produtividade de 6600 t ha* (Figura 3F).

Os testes de Wilcoxon, Log-Rank e F de Cox indicaram que as curvas de
sobrevivéncia geradas pelo método ndo paramétrico de Kaplan-Meier diferiram
significativamente (p <0,0001) entre os pés francos de P. edulis e P. gibertii e as
combinagdes de enxertias P. gibertii/P. edulis e P. edulis/P. gibertii (Figura 4A).

A utilizacdo da enxertia de P. gibertii/P. edulis condicionou a susceptibilidade
a fusariose para P. gibertii, que é considerada resistente a essa doenca. A
manifestacéo de sintomas de P.gibertii/P. edulis iniciou-se aos 150 DAP e ao final
do estudo apresentou apenas 32% de plantas sobreviventes (Figura 4A).

A espécie comercial P. edulis pé-franco foi mais suscetivel a fusariose com
inicio de manifestacao dos sintomas aos 50 dias apds o plantio (DAP) e acentuada
mortalidade aos 100 DAP, chegando ao final do estudo com a propor¢éao de 20%
de plantas sobreviventes ao Fop (Figura 4A). Com base na analise de box plot,
observou-se que a manifestacdo dos sintomas da fusariose foi mais precoce em
P. edulis pé-franco tendo o primeiro quartil entre 110 e 200 DAP e mais tardia na
combinacao de P. gibertii/P. edulis tendo o primeiro quartil entre 175 e 248 DAP
(Figura 3B). A expectativa média de vida também seguiu a mesma tendéncia,
sendo de 128 e 245 dias para P. edulis e P. gibertii/P. edulis, respectivamente
(Figura 4C). As plantas de P. edulis enxertadas em P. gibertii ndo apresentaram
sintomas tipicos de fusariose (Figura 4A) com expectativa média de vida de 327
dias (Figura 4C).



130

>
o

1.0 & :(5)3
%!-! z 350 A
0.9 %Q , S 300
i — P edulis 2 250 4
0.8 === P gibertii/P. edulis < 200 1
= wo Pgibertii TE 150 1
2 — ~ P, edulis/P. gibertii e
z 07 = 100 A
5 50 1
S 06 0 '
3 C P. edulis P. gib/P. edu
<
£ 05 - 350 -
= £
E = 300 A
3 04 =]
2 5 250 A
g s 2
203 ' =
E . Peto & Peto’s Wilcoxon test P = 0.0000 "é 200 4
a
02 Cox’s F-test P = 0.0000 —* s 150 4
' Log-Rank test P = 0.0000 =
é 100 A
0.1 =
=50 A
0.0 0 -
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 P. edulis P. gi/P. ed P. gibertii P. ed/P. gi
D E
1.0 ] 500
0.9 — P, gibertii/P. edulis (5) 400 A
. - P, gibertii/P. edulis (10) 2z
o * P, gibertii/P. edulis (20) = 300 4
0.8 4} s T, — = P, gibertii/P. edulis (30) 3
— 1 <
s 2
2 = 200 A
2 3
g 100
S 0.6 0
P i
S Ororodomon, o 0 ; ; , ,
& 0.5 F 5 10 20 30
kS L 350 1
g 5
s 04 " S
: Peto & Peto’s Wilcoxon test P = 0.31964 < 300
@ <
g 0.3 Cox’s F-test P = 0.45898 'g 250
g 0.
£ Log-Rank test P = 0.16047 < 200 |
&
0.2 é 150 -
£ 100 4
0.1 2
3 50 A1
3
0.0 o 0
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 5 10 20 30

Dias ap6s o plantio Altura de enxertia (cm)

Figura 4. A) Proporgdo cumulativa de sobrevivéncia de P. edulis, P. gibertii, P. gibertii/P.
edulis e P. edulis/P. gibertii a murcha da fusariose (Fop). B) Box plot da sobrevivéncia ao
Fop (dias) de P. edulis e P. gibertii/P. edulis. C) Tempo médio de sobrevivéncia ao Fop
dos pés francos de P. edulis e P. gibertii e a combinacao de enxertia dessas duas espécies.
D) Proporgcéo cumulativa de sobrevivéncia ao Fop de P. gibertii/P. edulis submetidas as
alturas de enxertias de 5 cm, 10 cm, 20 cm e 30 cm de enxertia. E) Box plot da
sobrevivéncia ao Fop (dias) de P. gibertii/P. edulis nas diferentes alturas de enxertia e F)
Tempo médio de sobrevivéncia ao Fop (dias) de P. gibertii/P. edulis nas alturas de 5 cm,
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A sobrevivéncia ao Fop da enxertia de P. gibertii/P. edulis foi reduzida
expressivamente independente da altura de enxertia utilizada e n&o foi observada
variacao entre as curvas de sobrevivéncia pelos trés métodos testados (teste de
Peto & Peto’s Wil Wilcoxon p = 0,31964; F de Cox’s p = 0,45898 e pelo teste de
log-rank p = 0,16047) (Figura 4D). 52%. Menor dispersao atribuida ao Fop foi
obtida na altura de enxertia de 5 e 20 cm com o primeiro quartil entre 220 a 260 e
180 a 210 dias para essas alturas de enxertia, respectivamente, quando
comparado as enxertias aos 10 e 30 cm (Figura 4E). O tempo médio de
sobrevivéncia foi inferior (175 dias) na enxertia realizada aos 5 cm de altura (Figura
4F) e a intensificacdo da mortalidade ocorreu a partir dos 250 dias apds o plantio
(Figura 4D).

Pds-colheita

Com base nas caracteristicas fisico-quimicas dos frutos de P. edulis
enxertado em P. gibertii, ndo houve diferengas (p< 0,05) entre as alturas de
enxertia para todos os caracteres avaliados (Tabela 1). Considerando o namero
médio de frutos por planta, observou-se que a altura de enxertia ndo influenciou

essa variavel, quando comparado a de P. edulis pé-franco (Tabela 1).

Tabela 1. Caracteristicas fisico-quimicas dos frutos de P. edulis enxertado em P.

gibertii submetidas a quatro alturas de enxertia e comparadas com pé-franco de P.

edulis.

FV CF DF EC PC PP SS AT Ratio
Bloco 0.36"s 2.96ns 0.29nrs  2.40ns 1.88"  4.21* 0.71rs  0.88nms
Altura de enxertia 1.66" 223 2010 278"  0.38"™ 0.69" 1097 0.12M
Erro 51.86 48.41 1.44 5142  629.51 250 0.54 1.07
CV (%) 8.07 9.67 17.68 22.84 33.22 11.64 2328 23.06
Tratamentos

P. edulis pé-franco 88.45a 70.06a 6.31a 90.48a 77.65a 13.55a 3.10a 4.49a
P. edu/P. gib (5) 87.26a 72.43a 6.54a 9556a 75.90a 13.88a 3.39a 4.43a
P. edu/P. gib (10) 92.27a 74.88a 7.24a 113.37a 76.00a 13.33a 2.95a 4.6la
P. edu/P. gib (20) 97.50a 74.70a 8.30a 112.63a 59.00a 15.50a 3.90a 3.97a
P. edu/P. gib (30) 86.13a 63.90a 7.16a 91.59a 61.00a 13.16a 3.12a 4.26a

ns: ndo significativo; * significativo a 5%, pelo teste de F da analise de variancia. Médias seguidas
pela mesma letra na coluna nao diferiram entre si pelo teste Tukey (p < 0.05). MF: massa do fruto;
CF: comprimento do fruto, DF: didmetro do fruto; EC: espessura da casca; PC: massa da casca;
PP: massa da polpa; SS: sélidos sollveis totais (°Brix); AT: acidez titulavel; Ratio: relacdo entre
SS/AT; P. edu/P. gib (5) (10) (20) (30): P. edulis enxertado em P. gibertii nas alturas de 5 cm, 10
cm, 20 cm e 30 cm, respectivamente.
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Analise anatébmica das raizes de P. edulis em trés fases de murcha

Com base na microscopia de fluorescéncia na planta controle de P. edulis
observou a presenca de fibras no parénquima cortical da raiz com coloracéo clara
e deposicdo de amido na mesma regido se estendendo até os vasos do xilema
(Figura 5A, 5E).

Controle

Figura 5. Aspectos anatdbmicos de plantas de P. edulis pé-franco, em trés estadios de
murcha do Fusarium. A, E: microscopia de fluorescéncia da raiz de plantas controle ndo
inoculadas com presenga de fibras e amido. B, F: primeira fase de murcha com redugao
acentuada na presenga de amido e auséncia de calose; C, G: auséncia de amido e calose
e menor fluorescéncia das fibras; D, H: Auséncia de amido com inicio de desintegracéo
dos tecidos; I, M: raiz controle com presenca de amido no parénquima cortical; J, N: baixa
concentracdo de amido na primeira fase de murcha; K-L, O-P: auséncia de amido no
parénquima do cOrtex e vascular; Q: raiz de planta controle com auséncia do patégeno; R,
S, T: presenca de hifas e clamiddsporos intracelular. ha: haste, dv: descoloragéo vascular,
co: colo da planta, rs: ramo secundario, hi: hifas, ra: raiz, ep: epiderme, am: amido, mx:
metaxilema,; fb: fibras. Barras: A, C-D = 250 um; K = 125 um; B, E-I, L, O, P, S = 100 pm;
J,M,N, Q,R, T=50 pum.
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Na primeira fase de murcha foi possivel observar uma acentuada reducgéo na
presenca de amido em comparacao ao controle, além de menor volume de fibras
(Figura 5B, 5F). Na segunda fase murcha observou completa auséncia de amido
tanto no cortex como no xilema (Figura 5C, 5G) e na terceira fase de murcha, esse
comportamento se mantem, com deterioracdo dos tecidos vasculares (Figura 5D,
5H). Vale destacar que nao foi observada deposicéo de calose nos vasos do xilema
em nenhuma das fases de murcha, indicando que a espécie P. edulis ndo possui
esse composto metabdlito que constitui uma barreira fisica que impede a
colonizagdo do patégeno (Figura 5F-H).

Nas secOes transversais da raiz de plantas sadias coradas com lugol foram
identificadas a presenca de amido no parénquima cortical (Figura 51, 5M), enquanto
nas plantas infectadas pelo fungo, verificou-se baixa concentracdo de amido na
primeira fase de murcha (Figura 5J, 5N) em comparagdo ao controle e completa
auséncia desse polissacarideo nas demais fases de murcha (Figura 5K, 5L, 50,
5P).

Com a técnica de clarificacdo das raizes foi possivel identificar a presenca de
hifas nas raizes secundarias desde a primeira fase de murcha (Figura 5R) e
presenca de clamidésporos na ultima fase de murcha (Figura 5T). Nao foram
observadas estruturas do patdégeno nas plantas controle que apresentaram raizes

saudaveis com células bem delimitadas (Figura 5Q).

Discusséo
A definicAo de uma altura ideal de enxertia em maracujazeiro é uma
estratégia extremante importante para obtencdo de maximo vigor das plantas
associado a resisténcia aos principais patégenos de solo que tem inviabilizado a
passicultura em diversas regides do Brasil. No presente estudo, a altura de enxertia
de 10 cm proporcionou maior pegamento na fase de producdo de mudas nas
condicdes de casa de vegetacdo. Os resultados obtidos demonstraram que a
medida que se aumenta a altura de enxertia ha reducdo na sobrevivéncia das
mudas de maracujazeiro.
Nas condi¢cdes de campo, ndo foram observadas diferencas entre as alturas
de enxertia, indicando que a limitacdo provavelmente esta concentrada

principalmente na fase de producédo de mudas, devido ao tempo de cicatrizacéo
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entre a copa e o porta-enxerto e o reestabelecimento das conexdes vasculares
(Lima et al., 2017). Por outro lado, a velocidade de crescimento de P. gibertii
quando enxertada em P. edulis foi superior & combinacdo inversa. Esses
resultados sdo bastante interessantes, pois indicam que a redugdo no vigor
vegetativo de P. edulis quando enxertado em P. gibertii estdo associados a
limitacdo no desenvolvimento do sistema radicular do porta-enxerto e ndo ao
processo de conexdo vascular. Esta informacdo pode ser sustentada pelo maior
IVC de P. gibertii/P. edulis em relacao a P. gibertii pé-franco. J4 P. edulis enxertado
em P. gibertii apresentou menor velocidade de crescimento quando comparado ao
pé-franco P. edulis.

Estudos recentes realizados por Morgado et al. (2015) na fase de producéo
de mudas identificaram menor massa seca de raiz em P. edulis/P. gibertii em
relacdo ao auto enxerto de P. edulis. Esses resultados corroboram a limitacdo no
sistema radicular de P. gibertii como o fator limitante para o desenvolvimento de P.
edulis enxertado nessa espécie. Desse modo, o sistema radicular do porta-enxerto
€ de fundamental importancia, uma vez que o fluxo de agua controla muitos
processos de plantas, como crescimento, nutricio mineral, fotossintese,
transpiracdo e consequentemente a producdo (Martinez-Ballesta et al., 2010;
Gambetta et al., 2012).

Quando enxertadas em P. gibertii as plantas de P. edulis se mantiveram
sobreviventes ao longo do experimento em area com historico de Fusarium,
independente da altura de enxertia utilizada, indicando que a resisténcia de P.
gibertii ocorre em nivel de raiz e que a baixa sobrevivéncia de P. edulis/P. gibertii
relatada por Santos et al. (2016) pode estar associada a outros fatores, como tratos
culturais, condicdes climaticas entre outros fatores.

A utilizacdo de P. gibertii como copa enxertada em P. edulis resultou em
elevada mortalidade associada ao Fop ao longo do periodo de avaliacdo. Esses
resultados confirmam a existéncia de compostos inibitérios de infeccdo e/ou
colonizagédo do patdégeno nas raizes de P. gibertii e que n&o ocorre fluxo dessas
substancias da copa para as raizes da espécie susceptivel P. edulis, pois estudos
recentes indicam o movimento de miRNA via floema da parte aérea para a raiz em
videiras, que, no entanto, & fortemente dependente do ambiente (Yang et al.,
2015).
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A manutencdo da qualidade dos frutos de maracuja amarelo em plantas
enxertadas também € fundamental para aceitagdo dos porta-enxertos pelos
produtores. Dessa forma, os resultados obtidos demonstraram que ndo houve
alteracdes nos atributos fisicos e quimicos em funcdo das alturas de enxertia
testadas em relacdo aos pés francos de P. edulis. A produtividade e o numero de
frutos, também néo foram influenciadas em funcdo da altura de enxertia utilizada
ou na comparacdo com P. edulis pé-franco. A produtividade das plantas
enxertadas observada neste estudo ficou abaixo da média nacional, indicando que
a enxertia pode ser utilizada em dltima caso, pois apesar de ndo haver
comprometimento das caracteristicas fisicas e quimicas dos frutos o vigor e
produtividade de plantas enxertadas é reduzido.

Cavichioli et al. (2011c) ao avaliarem a qualidade de frutos de maracuja
enxertado em trés porta-enxertos verificaram que plantas enxertadas produziram
frutos dentro dos padrbes de comercializacdo, apesar de apresentarem
comprimentos menores que as plantas de pé-franco.

As avaliagBes histopatologicas de plantas de P. edulis pé-franco nas
diferentes fases de murcha demonstrou que com o tempo de incidéncia da doenca
ocorre uma expressiva reducdo de amido nas raizes e presenca de hifas e
clamidésporos principalmente na dltima fase de murcha. A distribuicéo de fibras e
lignificacdo das paredes corticais nas raizes secundarias foi baixa, tanto em
plantas controle como nas diferentes fases de murcha, com reducdo na
fluorescéncia das fibras nas plantas acometidas pela doenca. As estruturas fisicas
representam uma importante barreira a infeccdo dos patégenos e a fragilidade
dessas estruturas pode estar associado a susceptibilidade do maracuja amarelo
(P. edulis) ao Fop, pois a parede celular é considerada a primeira barreira a
penetracdo ou colonizacdo do patdégeno e além disso, pode ocorrer alteracdes
nesta membrana que impossibilitam a colonizacao do patégeno (Underwood, 2012;
Miedes et al., 2014).

As informacdes disponiveis na literatura sobre a deposi¢cdo do amido na
interacdo planta-patdgeno sdo escassas, e 0S poucos trabalhos existentes
abordam que plantas acometidas por patdégenos apresentam reducdo na
deposicao deste polissacarideo nas raizes (Keunen et al., 2013; Manila e Nelson,
2014), ja que é utilizado como substrato para a colonizacéo da planta. Nas plantas

sadias foi observado maior acumulo de amido no cértex da raiz, e a medida que o
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nivel de murcha foi intensificado a concentracdo de amido foi reduzida ou ndo
identificada. As alteracbes anatdbmicas e histopatoldégicas mais importantes
decorrentes da infeccdo do Fop foram a concentracdo de amido, hifas e

clamidésporos em funcao da fase de murcha.

Concluséo

1. A enxertia realizada aos 5 e 10 cm de altura é a mais indicada para a
propagagcdo de P. edulis por enxertia, na fase de produgdo de mudas pois
apresenta vigor satisfatério e redugdo no tempo de obtencdo das mudas em
comparacao as enxertias realizadas aos 20 e 30 cm.

2.As plantas enxertadas P. gibertii/P. edulis apresentaram melhor
desenvolvimento que a sua enxertia reciproca e P. gibertii pé-franco. No entanto
sao susceptiveis aos Fop indicando que a resisténcia ocorre a nivel de raiz.

3. A altura de enxertia ndo influencia na sobrevivéncia ao Fop em plantas de
P. edulis enxertado em P. gibertii, sendo, portanto, consideradas resistentes ao
Fop.

4. Com base nas analises de fluorescéncia e histopatolégicas da raiz, foi
possivel identificar alteracdes na concentracdo de amido, presenca de hifas e
clamiddésporos em funcao da fase de murcha do Fusarium em plantas de P. edulis
pé-franco.

5. A enxertia de P. edulis em P. gibertii nas diferentes alturas de enxertia ndo
exerce influéncia nas propriedades fisicas e quimicas dos frutos de maracuja

amarelo.
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CONSIDERACOES FINAIS

A passicultura representa uma importante fonte de renda para os pequenos
agricultores sobretudo da regido Nordeste que € a principal produtora nacional,
contudo a rentabilidade dessa atividade vem oscilando nos ultimos anos, seja por
problemas no escoamento da producéo, baixo rendimento dos pomares, oferta e
demanda do produto ou principalmente devido a problemas fitossanitarios, que
estdo se tornando cada vez mais frequentes e agressivos. Dentre as varias
doencas que acomete 0 maracuja amarelo a fusariose sem duvida esta entre as
principais, pois ndo existe método de controle curativo, quimico ou biolégico com
eficiéncia comprovada e devido a esse problema o tempo de exploracdo vem
sendo reduzida consideravelmente, onerando ainda mais os custos de producéo e
por muitas vezes culminando no abandono da atividade por varios agricultores.

A expectativa dos produtores para a resolucao de estratégias de producdo
em areas com histérico de ocorréncia deste patégeno é grande, contudo a
obtencéo de variedade de Passiflora edulis resistente a curto prazo € improvavel.
Dessa forma, a implementacdo de tecnologias alternativas como a utilizacdo de
porta-enxerto de espécies silvestres resistentes a fusariose pode ser considerada
a melhor e principal mediada pontual de convivio com a doenga até a obtencéo de
variedades resistentes.

Nosso estudo nas diferentes regides produtoras do estado da Bahia
demonstro que a enxertia utilizando P. gibertii, P. alata e P. nitida limita a acdo do
patbgeno na espécie comercial susceptivel, contudo, essa é apenas uma das
exigéncias para utilizacdo de porta-enxertos. A adaptacdo do material e
manutencdo da produtividade é fundamental para a aceitacdo do porta-enxerto
pelos produtores e nesse estudo observamos que a produtividade de plantas
enxertadas é inferior ao material pé franco em area com auséncia do patégeno, no
entanto, quando ha histérico da doenca as plantas enxertadas se sobressaem,
indicando que deve ser utilizada somete em areas com histérico comprovado de
ocorréncia do patdgeno, sem prejuizos a qualidade pos-colheita. A utilizacdo de P.
nitida como porta-enxerto ndo deve ser recomendada, pois a espécie apresentou
baixo desempenho agronémico e o seu pé franco n&o sobreviveu em nenhuma das
regides avaliadas.

A consolidacéo da inoculacédo artificial € necessaria visando selecionar de

forma precisa e rapida um maio nimero de genaotipos para compor 0 programa de
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melhoramento genético de Passiflora, conseguimos algumas contribuicdes
relevantes, no sentido de que o estresse combinado (patdgeno + seca) potencializa
a manifestacéo de sintomas de murcha em condi¢des controlada e que estacas de
plantas na fase produtiva ndo sdo mais susceptiveis a infeccdo do patégeno em
comparacao a mudas proveniente se sementes, entdo é necessario investigar se
a maior ocorréncia da fusariose em plantas adultas em condi¢ces de campo esta
associado a combinacdes de fatores bidticos e abioticos ou ao tempo de exposicao
da planta ao patdgeno, além disso, é necessario investigar qual o melhor substrato
gue possibilite ainda mais antecipagao na manifestacao de sintomas em condi¢cbes
controladas.

Ainda sdo muitas as metas a serem alcancadas nessa linha de estudo, e
com base nas informacdes aqui alcancadas é possivel direcionar acées em curto
prazo para obtencéo porta-enxertos interespecificos com resisténcia a fusariose e
melhor desempenho agrondémico para utilizacdo em areas com historico de
ocorréncia do patdégeno, pois é pouco provavel identificar genétipos de P. edulis
com resisténcia a esse patdgeno entre 0s acessos existentes no Banco de
Germoplasma da Embrapa Mandioca e Fruticultura. Em paralelo, o cruzamento
desses hibridos com o doador recorrente para recuperacao das caracteristicas de
interesse agrondmico possibilitara a médio e longo prazo a obtencédo de hibridos
resistente a essa importante doenca.

Os desafios sdo imensos sobretudo do ponto de vista holistico, pois sao
varios os fatores bioticos e abidticos que incidem sob o maracuja amarelo em
condi¢cBes naturais de producéo e a obtencédo de resisténcia multiplas € complexa
sobretudo através do melhoramento classico, contudo, com o somatério de
esforcos multiplos € possivel almejar reais soluces para os principais problemas

que inviabilizam a passicultura nacional.



