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RESUMO 

A murcha de Fusarium ou fusariose ocorre em 
diversas regiões produtoras de maracujá amarelo e tem ocasionado 
grandes danos devido à morte das plantas. A mutagênese 
associada à seleção in vitro utilizando fi totoxinas possibilita a 
aplicação de uma pressão de seleção sobre um grande número 
de propágulos e, assim, pode direcionar a seleção dos mutantes 
específi cos. Neste trabalho, foi analisado o efeito de raios gama 
sobre a sobrevivência de plantas de maracujazeiro amarelo 
inoculados com F. oxysporum f. sp. passifl orae. Brotações foliares 
provenientes de segmentos caulinares de P. edulis irradiados 
a 20Gy foram submetidas a dois ciclos de seleção em meio de 
cultura suplementado com o fi ltrado da cultura fúngica (40% e 
50% de fi ltrado). As plantas selecionadas foram inoculadas com 
a suspensão de conídio em casa de vegetação e após, transferidas 
para o campo em local com histórico da doença. Ao fi nal da etapa 
de seleção in vitro, sobreviveram 17,05% das plantas irradiadas 
e nenhuma planta do tratamento testemunha. A inoculação com a 
suspensão de conídio não resultou em diferenças signifi cativas na 
sobrevivência das plantas irradiadas e não irradiadas. No entanto, 
em condições de campo, foi confi rmado o efeito da radiação 
no aumento da sobrevivência das plantas, sendo verifi cada a 
sobrevivência de 77,78% das plantas irradiadas e a morte de todas 
as plantas do tratamento testemunha.

Palavras-chave: indução de mutações, murcha de Fusarium, 
cultura de tecidos, P. edulis f. fl avicarpa.

ABSTRACT

The Fusarium vascular wilt occurs in several 
passion fruit producing regions and it has been caused hight plant 
mortality. Mutagenesis associated with in vitro selection using 
phytotoxins enables the application of a strong selection pressure 
on a large number of propagules and driving the selection of 
specifi c mutants. In this  research,  it was investigated the effect 
of gamma rays on the survival of yellow passion fruit plants 

inoculated with F. oxysporum f. sp. passifl orae. Shoots from stem 
segments of P. edulis irradiated at 20Gy were subjected to two 
cycles of selection in culture medium supplemented with a fungal 
culture fi ltrate (40% and 50% of fi ltrate). The selected plants 
were inoculated with conidia suspension in greenhouse and then 
transferred to fi eld with a serious incidence of Fusarium wilt. At 
the end of the in vitro selection stage no control plants and 17.05% 
of irradiated plants survived. The suspension conidia inoculation 
resulted in no signifi cant differences in survival for irradiated and 
non-irradiated plants. However, under fi eld conditions radiation 
positively affect the plant survival. Of the irradiated plants 77.78% 
survived and all control plants died.

Key words: mutation induction, Fusarium wilt, tissue culture, P. 
edulis f. fl avicarpa.

INTRODUÇÃO

Apesar de o Brasil se destacar na produção 
mundial de maracujá-amarelo, a cultura ainda 
apresenta característica itinerante, principalmente 
devido ao elevado número de doenças que ocorrem 
nas regiões produtoras, associado à falta de variedades 
resistentes (MELETTI et al., 2011). A murcha de 
Fusarium ou fusariose é uma das principais doenças 
da cultura e tem ocasionado grandes danos, devido à 
morte das plantas e redução da vida útil dos pomares 
(SILVA et al., 2011).

Os métodos de controle da doença têm se 
baseado na utilização de espécies silvestres resistentes 
para obtenção de híbridos selecionados em área com 
histórico da doença ou como porta-enxertos para o 
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maracujazeiro-amarelo, uma vez que o controle químico 
não é efi ciente (MELETTI et al., 2011). Entretanto, 
a maioria dos híbridos interespecífi cos apresenta 
problemas no desenvolvimento e infertilidade e a enxertia 
tem sido uma opção pouco atrativa aos produtores por 
demandar maior trabalho e tempo entre a semeadura e o 
plantio no campo, além de resultar em plantas de menor 
vigor (MELETTI et al., 2005, CAVICHIOLI et al., 2011; 
NOGUEIRA FILHO et al., 2011).

A indução de mutações associada à 
cultura de tecidos tem sido utilizada para aumentar a 
frequência de plantas resistentes a doenças causadas 
por Fusarium em culturas como: ervilha (SHARMA 
et al., 2010); melão (KANTOGLU et al., 2010); 
banana (CHEN et al., 2013; JAIN, 2010); e cana de 
açúcar (MAHLANZA et al., 2013). A associação 
dessas técnicas é vantajosa em diferentes fases do 
processo. Durante a etapa de indução das mutações, 
a cultura de tecidos possibilita o tratamento de 
um grande número de propágulos com os agentes 
mutagênicos, aumentando a possibilidade de se obter 
o mutante com a característica de interesse. Essa 
condição é essencial para a indução de mutações, uma 
vez que se trata de um evento aleatório e o resultado 
é imprevisível (PIRI et al., 2011; SNYMAN et al., 
2011). Esta imprevisibilidade é superada durante a 
fase de seleção através da suplementação do meio 
de cultura com agentes seletivos (fi totoxinas, sais, 
dentre outros), os quais favorecem a identifi cação do 
mutante com a característica desejada. 

Apesar de a seleção in vitro ser realizada 
sob elevada pressão de seleção e sem a interferência 
de fatores que afetam a infecção e a expressão do 
sintoma, como ocorre durante as avaliações a campo 
(MOHAN JAIN, 2002; SILVA et al., 2011), testes em 
condições in vivo são fundamentais para verifi car a 
estabilidade da resistência e outras variações positivas 
ou negativas (MODGIL et al., 2012; MAHLANZA et 
al., 2013). A técnica de seleção in vitro de variantes 
genéticos já foi de validade para várias culturas, 
no entanto, não foram encontrados na literatura 
trabalhos que tenham testado esta estratégia para o 
maracujazeiro amarelo. Nesse sentido, este trabalho 
teve como objetivo avaliar a sobrevivência de plantas 
de maracujazeiro amarelo irradiadas e não irradiadas, 
à inoculação com F. oxysporum f. sp. passifl orae 
realizada em diferentes ciclos de seleção.

MATERIAL   E   MÉTODOS

O material vegetal utilizado foi obtido 
da germinação in vitro de sementes de híbridos 

do Programa de Melhoramento Genético de 
Maracujazeiro da Universidade Federal de Viçosa 
(UFV), localizados em plantios na área experimental 
do Setor de Fruticultura da UFV, em Viçosa, Minas 
Gerais. Cerca de 2.000 explantes de segmentos 
caulinares das plântulas obtidas foram tratados 
com 20Gy de raios γ produzidos por fonte de 60Co 
(0,709 a 0,711kGy h-1), provenientes de irradiador do 
tipo Gamma Cell do Centro de Energia Nuclear na 
Agricultura (CENA) da Universidade de São Paulo, 
localizado em Piracicaba, São Paulo. A dose de 
radiação foi estabelecida a partir de estudos prévios. 
O isolado de F. oxysporum f. sp. passifl orae utilizado 
foi fornecido pela Embrapa - Mandioca e Fruticultura, 
localizada em Cruz das Almas, BA. O isolado foi 
preservado em papel fi ltro e depositado na micoteca 
da Clínica de Doenças de Plantas do Departamento de 
Fitopatologia da UFV. Para a obtenção dos explantes 
de segmentos caulinares, plantas provenientes da 
germinação de sementes de maracujazeiro em meio 
MURASHIGE & SKOOG (1962) (MS) foram 
segmentadas em porções de 2cm de caule contendo 
uma gema axilar. Os explantes foram transferidos 
para placas de Petri contendo 30mL de meio MS, 
contendo metade da concentração dos sais. Após 
as irradiações, os explantes foram transferidos para 
tubos de ensaio em que havia 10mL de meio de cultura 
MS suplementado com 1mg L-1 de BAP. O material 
foi incubado por 120 dias em sala de crescimento 
com fotoperíodo de 16 horas e densidade de fl uxo 
luminoso de 32μmol m-2 s-1, à temperatura de 27±2°C 
no Laboratório de Cultura de Células e Tecidos 
Vegetais do Departamento de Fitotecnia da UFV. A 
cada 30 dias, as brotações foram repicadas. As plantas 
que apresentaram problemas no desenvolvimento 
vegetativo, como nanismo e brotação anormal de 
ramos foram descartadas. Ao fi nal desse período, as 
brotações foram transferidas para meio MS isento de 
citocinina para o seu alongamento e enraizamento.

As plantas foram submetidas a dois 
ciclos de seleção em meio de cultura MS líquido, 
suplementado com o fi ltrado da cultura do fungo. 
Para a obtenção do fi ltrado, o isolado foi cultivado 
em BSA (batata-sacarose-ágar) por duas semanas. 
Após esse período, um disco de 1cm de meio 
contendo micélios do fungo foi transferido para 
erlenmeyers com capacidade de 250mL, contendo 
100mL de meio Richard. As culturas foram mantidas 
em agitador orbital a 70rpm por 30 dias. Após 
esse período, as culturas foram fi ltradas em papel 
fi ltro e o fi ltrado, centrifugado a 3493g por 10 
minutos. O sobrenadante contendo material fúngico 
remanescente foi descartado e o líquido restante foi 
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esterilizado com membrana esterilizada apresentando 
poro de 0,22μm, com auxílio de uma bomba de 
vácuo. Após a esterilização, o fi ltrado foi mantido a 
-5oC, até o momento da utilização. No primeiro ciclo 
de seleção, foi utilizado meio MS contendo 40% de 
fi ltrado da cultura fúngica e, no segundo ciclo, 50% 
do fi ltrado. As culturas permaneceram 15 dias em 
cada meio de seleção, com um intervalo de 30 dias 
de cultivo em meio MS isento de toxinas fúngicas 
para o reestabelecimento do crescimento das plantas 
sobreviventes. Plantas de maracujazeiro amarelo 
provenientes da germinação em meio de cultura MS 
foram utilizadas como controle, sendo submetidas 
aos mesmos ciclos de seleção que as plantas de 
maracujazeiro amarelo mutantes.

Ao fi nal de cada ciclo de seleção, foi 
avaliada a porcentagem de plantas sobreviventes. 
Em todas as etapas dos experimentos in vitro, as 
culturas foram incubadas em ambiente controlado, 
à temperatura de 27±2°C, com fotoperíodo de 16 
horas (32μmol m-2 s-1). O delineamento utilizado 
foi completamente casualizado, sendo utilizado, no 
primeiro ciclo de seleção, sete repetições compostas 
de 100 plantas e, no segundo ciclo, sete repetições de 
31 plantas.

As plantas selecionadas foram retiradas 
dos frascos e as raízes lavadas em água corrente 
e transferidas para recipientes contendo solução 
fungicida benomyl (2g L-1 do produto comercial 
Benlate®), cobertos com fi lme de PVC e mantidos 
em temperatura ambiente para a aclimatização. Após 
sete dias, as plantas foram transferidas para sacos 
plásticos contendo substrato comercial Plantimax® 
em estufa, com irrigação intermitente por 15 dias. 

As plantas selecionadas e aquelas do 
tratamento controle foram transferidas para vasos 
contendo areia autoclavada já inoculada com a 
suspensão do patógeno (4x107 conídios mL-1,  
determinada com auxílio de hemacitômetro tipo 
Neubauer), sem causar ferimento nas raízes. Foi 
fornecida às plantas uma solução nutritiva constituída 
de sais MS (50%) a cada sete dias e a irrigação foi 
feita com água autoclavada, quando necessário. 
O delineamento experimental foi completamente 
casualizado, sendo utilizadas seis repetições 
compostas por seis plantas. Foram inoculadas plantas 
irradiadas e não irradiadas e avaliada a porcentagem 
de sobrevivência aos 21 dias após a inoculação. 

As plantas sobreviventes foram transferidas 
para o campo, em área com histórico de ocorrência 
de fusariose, juntamente com plantas não irradiadas, 
utilizadas como controle, sendo conduzidas em 
espaldeira com um fi o de arame e irrigadas através de 

sistema de aspersores na área experimental do Setor 
de Fruticultura da Universidade Federal de Viçosa. 

O delineamento experimental foi 
completamente casualizado, com nove repetições de 
três plantas cada. As avaliações foram realizadas após 
18 meses da implantação das plantas na área, com 
base na porcentagem de sobrevivência.

Em todos os experimentos, as plantas 
irradiadas e não irradiadas foram consideradas como 
os tratamentos e as diferenças detectadas através do 
teste F a 5% de signifi cância. A análise da variância 
(ANOVA) foi realizada com auxílio do programa 
SAEG 9.1 (SAEG, 2007).

RESULTADOS   E   DISCUSSÃO 

As irradiações dos segmentos nodais 
de P. edulis f. fl avicarpa a 20Gy resultaram na 
sobrevivência de 1.326 gemas após 30 dias da 
transferência para meio MS. Esse resultado se 
aproximou da estimativa de aproximadamente 60% 
de sobrevivência observado em ensaios preliminares 
com a dose de radiações gama de 20Gy. No entanto, 
durante os subcultivos em meio MS suplementado 
com BAP foi observada a morte de aproximadamente 
40% das plantas. Ao fi nal da fase de enraizamento, 
foram selecionadas 700 plantas com crescimento 
vegetativo normal, as quais foram usadas nas 
avaliações em que foi utilizado o fi ltrado da cultura 
fúngica como agente seletivo.

Após 15 dias da inoculação em meio de 
cultura contendo 40% de fi ltrado fúngico, observou-
se que todas as plantas de maracujá-amarelo não 
irradiadas não sobreviveram. As plantas provenientes 
dos tratamentos com radiação gama apresentaram 
maior tolerância ao fi ltrado, fi cando a porcentagem de 
sobrevivência destas em 31% (Tabela 1). Em FLORES 
et al. (2012), foi registrada a produção de raízes de 
plantas de maracujazeiro amarelo em meio de cultura 
suplementado com 40% de fi ltrado e, portanto, a 
sobrevivência de plantas, apesar de os autores não 
terem avaliado este último parâmetro. As observações 
dos autores podem ter sido resultado da adaptação 
epigenética das células vegetais aos agentes seletivos. 
Segundo RAI et al. (2011), esse fenômeno é comum na 
seleção in vitro, quando o material vegetal passa por 
vários ciclos de seleção. Em FLORES et al. (2012), 
as plantas foram previamente selecionadas com o 
uso de ácido fusárico e posteriormente submetidas a 
ciclos de seleção em meio contendo fi ltrado fúngico 
em concentrações crescentes (de 10%, 20%, 30% 
e 40%), ao contrário do presente trabalho, em que 
foram testadas apenas as concentrações de 40 e 50%. 
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Salienta-se ainda que alguns autores afi rmam que o 
ácido fusárico, em baixas concentrações, pode induzir 
a resistência de plantas a fungos do gênero Fusarium 
(CURIR et al., 2000; SAMADI & BEHBOODI, 
2006; BOUIZGARNE et al., 2006), podendo ser esta, 
outra possível causa da sobrevivência das plantas de 
maracujazeiro amarelo em 40% de fi ltrado, conforme 
observado por FLORES et al. (2012). Tendo em vista 
a morte de 100% das plantas não irradiadas quando 
tratadas com 40% da cultura fúngica, a reação dessas 
plantas não foi avaliada com a concentração de 50% 
do fi ltrado.

Após 15 dias do segundo ciclo de seleção, 
no qual as plantas foram mantidas em meio de cultura 
contendo 50% do fi ltrado, foi observada 17,05% 
de sobrevivência (Tabela 1). Observou-se a intensa 
formação de raízes e alto vigor vegetativo das plantas 
sobreviventes (Figura 1). 

Após a aclimatização das plantas 
selecionadas in vitro e inoculação com a suspensão 
do patógeno, a porcentagem de sobrevivência das 
plantas irradiadas foi de 72,97% e das plantas 
não irradiadas foi 70,11%, não resultando em 
diferença signifi cativa (Tabela 1). Esse resultado 
refl ete a difi culdade encontrada para determinação 
de metodologia de inoculação artifi cial in vivo de 
plantas de maracujazeiro amarelo com o fungo F. 
oxysporum f. sp passifl orae. Atualmente, a avaliação 
das plantas a campo é a metodologia mais utilizada 
e aceita para seleção de plantas de maracujazeiro 
resistentes a fusariose (LARANJEIRA et al., 2005), 
apesar de outros patógenos ou até mesmo outros 
patótipos do fungo presentes no solo poder difi cultar 
as inferências sobre a resistência dos acessos 
através desta metodologia (SILVA et al., 2011). O 
desenvolvimento de uma metodologia de diagnose 
precoce e mais precisa para verifi car a reação de 
plantas de maracujazeiro amarelo a fusariose in vivo 
tem sido um desafi o para a pesquisa. FLORES et 
al. (2012) incubaram plantas de maracujazeiro em 

areia autoclavada, contendo suspensão do patógeno 
de F. oxysporum f. sp. passifl orae em câmara de 
crescimento com temperatura constante de 27±2oC 
e fotoperíodo de 16 horas de luz. Após sete dias da 
inoculação, não foi verifi cada diferença signifi cativa 
na taxa de sobrevivência das plantas previamente 
identifi cadas in vitro como resistentes e suscetíveis 
através do uso do fi ltrado fúngico. SILVA et al. (2011) 
avaliaram a efi ciência de métodos de inoculação 
artifi cial de plantas de maracujazeiro amarelo com 
F. oxysporum f. sp. passifl orae e concluíram que 
a imersão das raízes na suspensão do inóculo em 
câmara de crescimento a 25±3ºC foi o método mais 
efi ciente, baseando-se na menor taxa de sobrevivência 
observada (37,5%) após 20 dias da inoculação. No 
entanto, estes autores não avaliaram variedades 
resistentes para confi rmar a efi ciência do método na 
identifi cação de genótipos resistentes e suscetíveis.

Após um ano e meio da transferência das 
plantas para área com histórico da doença, 77,78% 
(21 plantas) das plantas provenientes de material 
irradiado sobreviveram (Tabela 1). Nenhuma das 
plantas do tratamento testemunha sobreviveu após 
este período, apresentando sintomas típicos da doença 
como amarelecimento das folhas, murchamento e 
seca. Resultados semelhantes foram observados por 
SHARMA et al. (2010), os quais observaram que, 
das 486 progênies mutantes de ervilha, apenas 25 
apresentaram resistência à murcha causada por F. 
oxysporum f. sp. Pisi, quando transferidos para área 
com histórico da doença, e todas as plantas controle 
apresentaram os sintomas.

Das plantas de maracujazeiro amarelo 
sobreviventes, apenas 38,11% apresentaram 
crescimento vegetativo normal e produção de frutos, 
o que correspondeu a oito plantas. A mutação é 
um evento aleatório e, apesar de ser empregada na 
obtenção de variantes de interesse agronômico, gera 
um grande número de plantas com aberrações, como 
a inibição do crescimento, alteração do metabolismo, 

Tabela 1 - Sobrevivência de plantas de maracujazeiro amarelo inoculadas com Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae, tratadas ou não com
raios gama.

----------------------------------------Sobrevivência (%)---------------------------------------
Método de seleção

Plantas irradiadas Plantas não irradiadas

Meio seletivo com 40% filtrado da cultura fúngica 31,00±9,03 0
Meio seletivo com 50% filtrado da cultura fúngica 17,05±3,49 -
Com suspensão de esporos, em estufa 72,97±11,12a 70,11±15,12a
Em área com histórico da doença 77,78±19,49 0

Números seguidos da mesma letra não diferem entre si pelo teste F a 5% de probabilidade de erro. (-) dados não avaliados.
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anomalias morfológicas e problemas na fertilidade 
(PIRI et al., 2011). Por isso, é necessário irradiar um 
número grande de material vegetal para se obter um 
número adequado de plantas com as características 
de interesse e sem anomalias que impeçam sua 
multiplicação ou comprometam sua fertilidade. 

Em vários trabalhos, tem sido demonstrada 
a efi ciência do uso de toxinas como agentes seletivos 
de plantas resistentes a doenças (SHARMA et al., 
2010; KANTOGLU et al., 2010; FLORES et al., 
2012). Através do uso do fi ltrado da cultura de F. 
oxysporum f. sp. Passifl orae, FLORES et al. (2012) 
puderam diferenciar plantas sensíveis e insensíveis ao 
fungo e os resultados foram confi rmados in vivo. No 
presente trabalho, a técnica foi associada à indução de 
mutações como maneira de aumentar a frequência de 
plantas resistentes ao fungo. Segundo MAHLANZA 
et al. (2013), é possível que a indução de mutações 
que conferem resistência ao Fusarium atue contra 
compostos produzidos pelo fungo e que inibem o 
desenvolvimento da raiz, sendo possível observar 
a retomada do crescimento radicular nas plantas 
tolerantes desafi adas pelo patógeno. Adicionalmente, 
no presente trabalho, foram avaliadas as reações das 
plantas em área com histórico da doença e, de acordo 
com os resultados a efi ciência do uso de toxinas como 

agentes seletivos de plantas resistentes a fusariose 
associada a mutações induzidas, foi confi rmada 
através dos testes a campo.

CONCLUSÃO 

De acordo com os resultados, o tratamento 
com raios gama aumentou a sobrevivência das 
plantas de maracujazeiro quando inoculadas com o 
fi ltrado da cultura de F. oxysporum f. sp. passifl orae 
e em área com histórico da doença. No entanto, 
não foram observadas diferenças na sobrevivência 
das plantas irradiadas e não irradiadas quando estas 
foram inoculadas com o fungo em casa de vegetação.
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